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RESUMEN 
 
Las opsinas visuales animales han sido agrupadas, basándose en análisis de secuencias, en 
unas pocas categorías que se relacionan estrechamente con las principales clases morfológicas 
de fotorreceptores. En particular, las opsinas tipo R comprenden un amplio grupo de moléculas 
sensibles a luz encontradas en receptores visuales de artrópodos y moluscos, y receptores 
circadianos de vertebrados. Estas presumiblemente se acoplan a través de Gq a la cascada de 
fosfoinositidos; sin embargo los mecanismos efectores cuesta abajo permanecen 
controversiales, y evidencia en conflicto ha sido obtenida en diferentes especies. Las bases 
moleculares de esta vía de señalización han sido estudiadas sistemáticamente solo en 
Drosophila, por tanto surge la cuestión acerca de la posible divergencia entre especies y resalta 
la necesidad de una cobertura filogenética más amplia. Para llenar este vacío, se ha comenzado 
a identificar por PCR moléculas de señalización de luz putativas en fotorreceptores tipo R de filos 
ampliamente separados: los fotorreceptores microviliares del ojo de un molusco Pecten irradians 
y del tubo neural del cordado basal Anfioxo (Branchiostoma floridae). El transcriptoma de la retina 
de Pecten y el genoma de Anfioxo sirvieron como marco de trabajo para el diseño de primers, 
complementando criterios basados en homología. La búsqueda fue inicialmente enfocada en dos 
elementos de la fototransducción claves, la enzima regulada por luz y el potencial canal iónico 
activado por luz. Amplificaciones por PCR y extensión por RACE usando ADNc de la retina de 
Pecten permitieron obtener dos isoformas de PLC-β, mientras que un clon parcial de PLC fue 
obtenido en Anfioxo usando ADNc del tubo neural. De una búsqueda bioinformática, varios 
ortólogos de TRP tanto en Anfioxo como en Pecten fueron seleccionados como candidatos para 
la conductancia activada por luz. Dos TRPs fueron clonados en Anfioxo y un único TRP en 
Pecten. Anticuerpos contra péptidos de las secuencias de aminoácidos predichas y ribo-sondas 
fueron usadas para localizar su expresión por inmunocitoquímica e hibridación in situ 
respectivamente. 
 
Palabras clave: fotorreceptor, opsina, cascada de fosfoinositidos, Pecten irradians, Anfioxo, 
enzima regulada por luz, canal activado por luz 
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ABSTRACT 
 
Animal visual opsins have been grouped, based on sequence analysis, into a few categories 
which closely follow the main morphological classes of photoreceptors. In particular, 'R-opsins' 
comprise a large group of light-sensing molecules found in visual receptors of arthropods and 
mollusks, and in circadian receptors of vertebrates. They presumably couple via a Gq to the 
phosphoinositide cascade; however, downstream effector mechanisms remain controversial, and 
conflicting evidence has been obtained from different species. The molecular underpinnings of 
this signaling pathway have been studied systematically only in Drosophila, raising questions 
about possible species divergence, and highlighting the need for a wider phylogenetic coverage. 
To help fill this gap, it has begun identifying by PCR putative light-signaling molecules in R-type 
photoreceptors from widely separate phyla: the microvillar photoreceptors from the eye of the 
mollusk Pecten irradians and the neural tube of the primitive chordate Amphioxus (Branchiostoma 
Floridae). The transcriptome of the Pecten retina and the Amphioxus genome provided a rational 
framework for primer  design, complementing homology-based criteria. Search was initially 
focused on two key phototransducing elements, the light-regulated enzyme and potential light-
activated ion channels.  PCR amplifications and RACE extensions using scallop retina cDNA 
yielded two PLC-β isoforms, while a partial PLC clone has been obtained in Amphioxus using 
neural tube cDNA. From a bioinformatics search, several Amphioxus and Pecten TRP orthologs 
were selected as candidates for the light-sensitive conductance. Two TRPs were cloned in 
Amphioxus and a single TRP in Pecten. Antibodies against peptides from the predicted aminoacid 
sequences and riboprobes were used to localize their expression by immunohistochemistry and 
in situ hybridization, respectively. 
 
Key words: photoreceptor, opsin, phosphionositide cascade, Pecten Irradians, Amphioxus, light 
regulated enzyme, light-activated ion channel 
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OBJETIVOS 
 
OBJETIVO GENERAL: 
A largo plazo el objetivo general del proyecto es establecer la identidad molecular de los varios 
elementos involucrados en el proceso de transducción visual en fotorreceptores de tipo 
microviliar. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 Búsqueda por métodos bioinformáticos de isoformas de Fosfolipasa C (PLC) y de canales 
TRP en el genoma de Branchiostoma floridae y en el transcriptoma de retina de Pecten 
irradians.  
 Clonación por PCR de los candidatos de PLCs y TRPs putativos resultantes de la 
búsqueda por bioinformática.  
 Diseño de ribo-sondas para localizar ya sea en retina de Pecten o en tubo neural de 
Anfioxo los clones de PLCs y TRPs obtenidos, utilizando en ensayos de hibridación in 
situ. 
 Diseño de péptidos para el desarrollo de anticuerpos que permitan localizar las proteínas 
correspondientes a los transcritos que resulten localizarse en los fotorreceptores. 
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INTRODUCCION 
 
Extracción de información del medio y ventajas de detección de la luz 
Nuestro entorno nos expone a diferentes formas de energía, tales como electromagnética, 
mecánica, térmica y química, que nos permiten extraer información de vital importancia para la 
sobrevivencia: por ejemplo encontrar fuentes de alimento o descubrir a tiempo predadores. La 
detección de diversas formas de energía es llevada a cabo por los sistemas sensoriales. Entre 
las diferentes modalidades sensoriales, la detección de luz ofrece ventajas importantes, una de 
ellas la abundante disponibilidad de radiación visible. No sorprende, por lo tanto, que en un 
sinnúmero de especies se encuentren células especializadas en la detección de la luz, 
denominadas fotorreceptores.   
El primer paso de la fotorrecepción es, por supuesto, la captación de la luz. Las moléculas usadas 
para este fin son los fotopigmentos, que al absorber un fotón sufren algún cambio 
conformacional. Los fotopigmentos animales están compuestos por dos elementos.  El primero 
es un cromóforo usualmente derivado de la vitamina A, y genéricamente conocido como retinal. 
El segundo es una proteína conocida como opsina. Existen muchos tipos de opsinas pero todas 
son proteínas integrales de membrana (con 7 dominos transmembranales). El cromóforo está 
asociado a la opsina y es la molécula que absorbe directamente la luz, cuando lo hace sufre una 
isomerización que finalmente gatilla una alteración del potencial eléctrico de la células 
sensoriales  (Fain et al., 2010; Nasi, 2010a, 2010b; Terakita, 2005; Yau & Hardie, 2009). Cuando 
se irradia con luz un fotorreceptor, la probabilidad de absorber un fotón depende de la cantidad 
de fotopigmento presente; existe por lo tanto una fuerte presión evolutiva para que su expresión 
sea masiva. Esa presión evolutiva también se ha ejercido para la optimización de la detección de 
luz en términos de sensibilidad y rapidez. Por ejemplo, un organismo que fuera capaz de extraer 
información ante luces muy tenues y usara la visión como medio para encontrar su alimento, 
tendría ventaja en esta tarea con respecto a un organismo menos sensible. De la misma manera, 
un organismo cuyo sistema de detección fuera muy rápido se encontraría en una situación de 
ventaja respecto a otro más lento (por ejemplo para cazar una presa o evadir un predador). Por 
último, el rango de intensidades de estímulos al cual los receptores sensoriales están expuestos 
es muy amplio. Esto es una consecuencia de la rotación de la tierra, que hace que el nivel de 
iluminación ambiental entre el medio día y una noche sin luna pueda variar por un factor de 10 
órdenes de magnitud (Nasi, 2010a). Así que la capacidad de responder a un rango dinámico muy 
amplio de estimulación también ofrece ventajas competitivas.  
Las consideraciones anteriores fuertemente condicionan el diseño de un fotorreceptor. Primero, 
el requisito de poseer muchas moléculas captadoras de luz hace necesario un aumento en la 
superficie de membrana que permita acomodar enormes cantidades de fotopigmento. Una 
manera de lograrlo sería aumentando el tamaño del sensor; sin embargo, esto podría tener 
costos energéticos considerables y podría conducir a deterioro de la resolución espacial. La 
alternativa es aumentar la membrana pero plegándola, de esta manera aumenta la superficie 
que soporta la molécula que detecta la de luz, a la vez se mantienen las dimensiones de la célula 
(Nasi, 2010a). Segundo, la capacidad de responder a estímulos muy tenues  requiere algún 
mecanismo de amplificación. A su vez, esto implica la presencia de una cascada bioquímica que 
medie entre la absorción del fotón y la respuesta eléctrica: si en cada eslabón de la cascada un 
elemento interactúa con muchos blancos o genera mucho producto, la señal se amplifica (Nasi, 
2010a). Tercero, si se quiere responder a un amplio rango de intensidades de estímulo, la 
amplificación de la señal por medio de la cascada bioquímica ha de ser ajustable dependiendo 
de las condiciones de la intensidad. Debido a que dichas condiciones son detectadas por el 
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sensor mismo, dicha modulación constituye un proceso de retroalimentación negativa (Nasi, 
2010a). Todas estas son características generales comunes a todos los fotorreceptores.  
Linajes de fotorreceptores 
En el reino animal se han encontrado dos estrategias para maximizar la superficie de área de la 
membrana fotosensible: la primera es usando cilios modificados y la segunda es invaginando la 
membrana plasmática en forma de microvellosidades. Estas estrategias definen los dos tipos 
canónicos de fotorreceptores encontrados en la naturaleza: los ciliados y los microviliares 
(también llamados rabdoméricos). Esta clasificación morfológica se correlaciona con los subtipos 
de opsinas usadas por estas células sensoriales: opsinas R (rabdoméricas) y las opsinas C 
(ciliares) (Fain et al., 2010; Terakita, 2005; Yau & Hardie, 2009).  
Además, el tipo de cascada se señalización también correlaciona con las dos clases de 
fotorreceptores: en el caso de los fotorreceptores ciliados (como los conos y bastones, de la 
retina de vertebrados), se recluta una vía de señalización que involucra nucleótidos cíclicos: la 
absorción de luz por la rodopsina, conduce a la activación de una proteína G heterotrimérica del 
tipo t llamada transducina. La transducina a su vez activa la enzima fosfodiesterasa que hidroliza 
el GMPciclico. En la membrana de dichas células, existen canales catiónicos que se abren por 
la presencia de GMP cíclico y por tanto la disminución de su concentración conlleva al cierre de 
dichos canales, con la consecuente hiperpolarización del potencial de membrana. En los 
fotorreceptores rabdoméricos, la transducción utiliza en cambio la vía de señalización de los 
fosfoinositidos, la cual lleva a la apertura de canales catiónicos no selectivos y a la 
despolarización del potencial de membrana (Fain et al., 2010; Yau & Hardie, 2009). Sus 
mecanismos no se conocen completamente y serán el foco del presente trabajo, como se detalla 
a continuación.  
 
Fototransducción en fotorreceptores microviliares. 
Diferentes modelos experimentales han sido utilizados para estudiar los mecanismos de 
transducción en fotorreceptores microviliares, cada uno con sus ventajas y desventajas. Por 
ejemplo, el cangrejo en herradura Limulus, presenta fotorreceptores de gran tamaño que 
permiten penetración con múltiples microelectrodos para experimentos complejos de 
electrofisiología, pero es poco favorable para estudios bioquímicos y genéticos.  El calamar tiene 
la ventaja de ojos de gran tamaño lo cual hace este modelo útil para ensayos bioquímicos donde 
se requiere tejido abundante. Sin embargo la morfología de sus fotorreceptores dificulta los 
experimentos electrofisiológicos. Otro modelo ampliamente utilizado es la Drosophila debido a 
su gran utilidad para análisis genético; sin embargo este modelo no es igualmente conveniente 
para fisiología. Esta situación puede conllevar a que los datos encontrados en especies 
diferentes no concuerden, o a que se asuma que lo que se encontró en un sistema sea válido 
para otro, sin que haya ningún tipo de verificación. 
En Drosophila la posibilidad de generar mutantes ciegos ha sido muy importante en la 
determinación de los elementos que hacen parte de la fototransducción en estos organismos 
(Zuker, 1992). Uno de los primeros mutantes en ser identificados por su rol en la fototransducción 
fue para el gen NorpA, que codifica para una Fosfolipasa C tipo Beta (Bloomquist et al., 1988). 
En este mutante los fotorreceptores no responden a la luz (McKay et al., 1995; Peretz et al., 
1994). Al re-insertar el gen silvestre norpA los fotorreceptores, recuperan la expresión de PLC y 
la foto-respuesta (McKay et al., 1995). Con base en estos resultados se concluyó que la 
Fosfolipasa C es un elemento crítico en la transducción de luz en fotorreceptores microviliares. 
En calamar se ha identificado otra Fosfolipasa C tipo beta que expresa selectivamente en 
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fotorreceptores (Carne et al., 1995; Mitchell et al., 1995), sin embargo no hay estudios funcionales 
que comprueben su rol en la fotorrecepción.  
La Fosfolipasa C beta es una enzima modular, que contiene desde el extremo N-terminal hasta 
el extremo C-terminal, un dominio de homología a plekstrina (PH), un dominio de manos EF, y 
un dominio C2; estos últimos dos son capaces de ligar calcio (Grabarek, 2006; Lewit-Bentley & 
Réty, 2000). Entre estos dos últimos dominios se encuentra el dominio catalítico, conservado 
entre todas las isozimas de Fosfolipasa C, denominado X-Y (Cifuentes et al., 1993).  La 
Fosfolipasa C  hidroliza fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) y genera dos productos, Diacilglicerol 
(DAG), una molécula hidrofóbica que queda en la membrana, e inositol trifosfato (IP3), una 
molécula negativamente cargada y que puede difundir en el medio acuoso. La actividad de la 
enzima depende de la concentración de calcio, el cual actuaría a través de las manos EF y el 
dominio C2 (Mitchell et al., 1995). El dominio PH se une con alta afinidad a PIP2 e IP3 sin acción 
catalítica, probablemente para anclar la Fosfolipasa a la membrana y aumentar su eficiencia. 
Usando un dominio PH acoplado a GFP se pudo mostrar que este dominio aislado se localiza 
principalmente en la membrana en el estado de reposo de la célula, y se desplaza al citosol 
cuando se activa la PLC (Stauffer et al., 1998), confirmando que la hidrólisis de PIP2 lleva al 
desprendimiento de la cabeza polar, hidrofílica. 
En cuanto a la fototransducción, las preguntas pertinentes conciernen la activación luz-
dependiente de la PLC y el rol de los mensajeros producidos por la consiguiente hidrólisis de 
PIP2. Con respecto a la primera pregunta se había mostrado previamente que las proteínas G 
del tipo q en presencia de PLC estimulan la producción de IP3 (Wu et al., 1992a,1992b) y que 
los residuos responsables de esta activación se encuentran hacia la región C terminal de la 
Fosfolipasa, más allá del dominio catalítico (Wu et al., 1993). La importancia de Gq en 
fotorreceptores se pudo confirmar a través del uso de mutantes que tienen niveles reducidos de 
esta proteína y presentan una marcada reducción en su capacidad de responder a la luz (Scott 
et al., 1995). Aprovechando esta condición se evaluó la producción de IP3 en fotorreceptores 
estimulados con luz en presencia de análogos no hidrolizables de GDP y GTP, con lo cual se 
esperaba generar un estado bien sea de activación o de inactivación, respectivamente, que 
perdurara en el tiempo. Ambas predicciones se cumplieron, lo cual apoya la noción de que la 
rodopsina activa la proteína Gq y esta a su vez activa la Fosfolipasa C (Devary et al., 1987). 
Con respecto al efecto del inositol trifosfato (IP3) se determinó que el IP3 causa la liberación de 
calcio de almacenes intracelulares en células pancreáticas (Streb et al., 1983). El efecto es 
específico para la isoforma IP(1,4,5)3 ya que la aplicación de otros fosfo-inositoles con otra 
distribución de fosfatos no condujo a un incremento de calcio. En cuanto a la identidad del 
almacén de calcio sensible a IP3 se evaluó el efecto de los inhibidores mitocondriales antimicina 
A y oligomicina y se encontró que la acción de IP(1 ,4, 5)3 no se vio afectada, descartando el rol 
de la mitocondria en la liberación de calcio (Streb et al., 1983). Más tarde, por medio de 
fraccionamiento bioquímico e identificación con marcadores enzimáticos, se pudo determinar que 
este almacén de calcio sensible a IP(1,4, 5)3 correspondía al retículo endoplasmático (Bayerdörffer 
et al., 1984; Streb et al., 1984). Estudios adicionales mostraron que IP3 conduce a la apertura de 
canales permeables a calcio en membrana del retículo endoplasmático (Ehrlich & Watras, 1988). 
En fotorreceptores los estudios de posibles efectos del IP3 fueron realizados en fotorreceptores 
ventrales de Limulus, en los cuales la fisiología se había caracterizado en detalle (Clark et al., 
1969). Además, usando Aequorina (una proteína que emite luz al ligar calcio) se había mostrado 
que la estimulación con luz conducía a un aumento del calcio citosólico, y que este se debía a 
liberación interna. Se desconocía el mensajero responsable de elevar los niveles de calcio 
citosólico en el fotorreceptor, pero el IP3 se perfilaba como un candidato plausible.  
Aprovechando el gran tamaño de los fotorreceptores ventrales de Limulus se evaluó el efecto de 
inyecciones locales de IP3. Los fotorreceptores ventrales de Limulus están segmentados en dos 
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regiones, el lóbulo A (arabdomérico) y el lóbulo R (rabdomérico), este último siendo especializado 
en la fototransducción. La inyección de IP(1 ,4, 5)3 en el segmento R produjo ondas despolarizantes 
casi inmediatas (Fein et al., 1984). En cambio el efecto fue notablemente menor y más lento en 
el lóbulo A. El resultado es compatible con un modelo en el cual el IP3 actúa sobre la maquinaria 
de fototransducción ubicada en el lóbulo R, y la aplicación en el lóbulo A tardaría en difundirse 
hasta la región R, donde además llegaría muy diluido. En registros de voltaje clamp, la inyección 
de IP(1,4,5)3 genera una corriente de entrada al igual que con la estimulación con luz y ambas 
corrientes presentan el mismo potencial de reversión, lo cual sugiere con fuerza que el efecto de 
IP(1 ,4, 5)3  es sobre las conductancias activadas por luz (Fein et al., 1984). La acción de IP(1,4,5)3 
en Limulus es altamente específica, y la inyección de otras moléculas similares como mio-inositol, 
mio-inositol 2 monofosfato o fosfato no produjo efecto detectable. Resultados similares fueron 
reportados por (Brown et al., 1984), quienes no observaron ningún efecto en la corriente por la 
aplicación de IP6 ni IP1. En el estudio de Brown et al., 1984 adicionalmente se evaluaron cambios 
en el metabolismo de fosfoinositidos inducido por luz. Las células fueron incubadas con 3H-
inositol y 32PO4, y posteriormente una fracción de ellas fue estimulada con luz, mientras que otra 
fracción fue mantenida en la oscuridad. Los fosfatos de inositol celulares fueron separados por 
cromatografía de intercambio iónico y luego se midió la radioactividad. En condiciones de 
estimulación con luz, se vio un incremento en la cantidad de inositol trifosfato y una disminución 
de PIP2. Un resultado similar fue obtenido en retinas de calamar, corroborando por registros de 
electroretinograma que las retinas permanecían fisiológicamente activas durante el 
procedimiento experimental (Szuts et al., 1986). Las respuestas de electoretinograma mostraron 
que se alcanzó un pico de despolarización a los 100 milisegundos, aunque no se mostraron 
cambios en los niveles de IP3 entre esos primeros 100 ms si se mostró que ya desde los 125 
milisegundos (+ 65 milisegundos de los que se estimó tarda el congelamiento para parar la 
producción de IP3) se presentaba un incremento en IP3.  
Para mostrar que el aumento de IP3 estimulado por luz es un evento critico en la 
fototransducción, en otro estudio se aplicaron antagonistas del receptor de IP3, como 2AP. La 
aplicación de esta molecula inhibio la corriente activada por luz de una manera dependiente de 
la concentración (Fein, 2003; Wang et al., 2002). También se mostro que IP3 conduce a un 
aumento del calcio citosolico y que 2APB inhibe esta liberación de calcio inducida por IP3 (Fein, 
2003; Wang et al., 2002). Payne et. al., 1986a reportaron que la inyección de calcio generaba 
una corriente de entrada como lo hacía la estimulación con luz y el IP3. La relación corriente-
voltaje y el potencial de reversión de la corriente estimulada por luz era igual a la estimulada por 
calcio, por tanto el calcio podria ser el mensajero final.  Para tener mayor soporte de que el 
incremento de calcio intracelular inducido por IP3 era necesario para el efecto excitatorio de IP3 
en otro estudio del mismo autor se introdujo el quelante de calcio EGTA, y se observó que la 
corriente inducida por IP3 se abolía casi totalmente (Payne et al., 1986b).  Estos resultados en 
su conjunto son importantes porque muestran que efectivamente el calcio liberado por IP3 tiene 
un efecto en la transducción. Un rol crítico del IP3 y del calcio ha sido demostrado también en 
los fotorreceptores microviliares del pre-cordado anfioxo (Branchiostoma floridae) (Angueyra et 
al., 2012; Gómez et al., 2009). 
Sin embargo, la generalidad de estas conclusiones está en tela de juicio: mientras que en Limulus 
y otras especies como el molusco bivalvo Lima scabra y el crustáceo Balanus (Brown & Blinks, 
1974; Nasi et al., 2000), la luz gatilla la liberación interna de calcio, en Drosophila eso no ocurre: 
por cierto hay un incremento de Calcio, pero se debe a un influjo desde el medio extracelular 
(Peretz et al., 1994; Ranganathan et al., 1994). Efectivamente, los canales de luz en Drosophila 
son permeables a calcio, que es el principal ion involucrado en la fotocorriente (Hardie & Minke, 
1992; Niemeyer et al., 1996; Peretz et al., 1994). Pero esto quiere decir que, como la entrada del 
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calcio es posterior a la activación de los canales, no puede ser la causa de su apertura. Como 
tal, en Drosophila el IP3 no sería relevante a la fototransducción. Evidencia que apoya esta 
conclusión se obtuvo generando un mutante nulo para del único receptor de IP3, en el cual la 
foto-respuesta no se vió afectada (Acharya et al., 1997). Sin embargo en este estudio no se 
demostró directamente el knock-out del receptor de IP3 en fotorreceptores. Un segundo estudio 
complementario fue realizado por Raghu et al. (2000) quienes utilizaron un mutante para el 
receptor de IP3 en el que fue removida toda la secuencia codificante y además confirmaron la 
mutación por medio de PCR. Adicionalmente se verificó la ausencia de la proteína por Western 
Blot, con anticuerpos específicos que reconocen la región C terminal del receptor de IP3. En 
Drosophila la fotocorriente está mediada por dos tipos de canales, el TRP y el TRPL, y estudios 
detallados en los cuales se separaron farmacológicamente las contribuciones de los dos tipos de 
canales confirmaron que ninguno de los dos es afectado por la ausencia del receptor de IP3 
(Raghu et al., 2000).  
Lo más plausible es que en Drosophila el otro producto de la actividad de PLC, diacilglicerol 
(DAG) juegue algún rol en la fototransducción. El principal rol conocido del DAG es la activación 
de enzimas como proteínas kinasas C (PKC). En Drosophila una isoforma de PKC expresa 
selectivamente en los fotorreceptores (Smith et al., 1991), pero ha sido implicada en la 
inactivación de la respuesta y la adaptación, no la excitación. La cuestión que surge es que un 
metabolito de DAG puede ser el mensajero de luz en este tipo de fotorreceptores. DAG es la 
molécula precursora de ácidos grasos poliinsaturados, tales como el ácido araquidónico, ácido 
linolénico y lenoleico (también llamados PUFFAs, Polyunsaturated fatty acids). Chyb et al., 1999 
aplicaron ácido linoleico (LNA) en fotorreceptores de Drosophila y a los pocos segundos 
observaron una corriente de entrada. Esta corriente de entrada inducida por LNA no ocurrió en 
el doble mutante que no expresa TRP y TRPL, lo cual soporta que el efecto de LNA es específico 
sobre las conductancias de la fototransducción. La relación corriente voltaje en cada uno de los 
mutantes con la aplicación de LNA mostró ser prácticamente idéntica con respecto a la misma 
relación por estimulación con luz, sugiriendo con mayor fuerza que los ácidos linoleicos pueden 
activar los canales activados en la fototransducción. Debido a la posibilidad de que estos ácidos 
grasos actúen sobre otros elementos de la cascada de la transducción estos mismos registros 
fueron hechos en fotorreceptores mutantes que no expresan  Gq, PLC y PKC y fueron obtenidos 
resultados similares, soportando que el efecto de estas moléculas es cuesta debajo de los 
elementos antes mencionados (Chyb et al., 1999). Adicionalmente el canal TRPL fue expresado 
heterólogamente y se pudo observar de nuevo que la aplicación LNA conduce a una corriente de 
entrada presente solo en células transfectadas (Chyb et al., 1999). Finalmente en registros en 
parches de membrana la aplicación de concentraciones crecientes de LNA aumentó la 
probabilidad de apertura de los canales expresados heterólogamente, mostrando que los ácidos 
grasos poliinsaturados pueden activar directamente los canales activados durante la 
fototransducción en fotorreceptores microviliares en Drosophila (Chyb et al., 1999).  En cambio 
en Limulus los derivados de DAG, ácido araquidónico y ácido lenolenico y el análogo de DAG, 
OAG (1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol) no produjeron efecto alguno (Fein & Cavar, 2000). En 
fotorreceptores microviliares de Branchiostoma floridae, análogos de DAG, como ester de forbol 
(PMA), SAG (1-Stearoyl-2-arachidonoyl-snglycerol), OAG, o DOG (1,2 Dioctanoyl-sn-glycerol) 
también han resultado inertes (Angueyra et al., 2012).  
Finalmente, otro elemento que hasta el momento había sido considerado una molécula 
precursora y no como una molécula señalizadora es el PIP2. Una posibilidad es que PIP2 tuviera 
un efecto inhibitorio en la apertura de los canales activados por la luz y que la disminución en los 
niveles de este por la actividad de PLC permitiera que los canales se abrieran. Evidencia de esto 
ha sido obtenida en fotorreceptores de Lima scabra (Gómez & Nasi, 2005). 
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Generalidad del esquema de transducción  
En resumen, aunque la fisiología básica de los fotorreceptores rabdoméricos de todas las 
especies que se han investigado es similar, es evidente que los mecanismos subyacentes 
divergen. La información molecular sobre la cascada de señalización de luz es razonablemente 
detallada solamente para Drosophila así que no es posible plantear un estudio comparativo o 
evolutivo del problema. Esta situación resalta la necesidad de estudios moleculares con 
cobertura filogenética más amplia que permitan clarificar la generalidad del modelo hasta ahora 
aceptado basado principalmente en Drosophila. Con el propósito de llenar este vacío se decidió 
emprender una búsqueda para identificar moléculas de señalización de luz putativas en 
fotorreceptores en especies filogenéticamente distantes y que ocupan posiciones claves en 
términos evolutivos, como el molusco Pecten irradians y el cordado basal Branchiostoma floridae. 
La búsqueda se enfocó en los dos elementos claves en la fototransducción: el primero de ellos 
es la enzima modulada por luz, ya que aunque asume que la Fosfolipasa C es la enzima clave 
en este proceso, solo existe evidencia en una especie que soporta esta conclusión. El segundo 
elemento en el que se enfocó la búsqueda fue el canal activado por la luz, ya que como se 
mencionó anteriormente no están claros los mecanismos cuesta abajo que conducen a su 
apertura. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
16                                 METODOS  
_____________________________________________________________________________________ 
 
MÉTODOS 
 
Especímenes 
Los bivalvos Pecten irradians fueron obtenidos de la División de Recursos Acuáticos del Marine 
Biological Laboratory de Woods Hole, EEUU. Se seccionó el músculo aductor para extraer el 
manto, que fue fijado con alfileres al fondo de Sylgard del plato de disección. Bajo un 
estereoscopio se removió la córnea, esclera y cristalino de los ojos, y finalmente se extrajo la 
retina, un disco semi-transparente de aproximadamente 400 µm de diámetro. 
Los Anfioxos (Branchiostoma floridae) fueron obtenidos de Gulf Specimens Marine Laboratories 
(Panacea, Florida EEUU). Los animales fueron anestesiados por hipotermia, para luego cortar la 
porción frontal y fijarla al plato de disección. La aleta dorsal fue removida con tijeras de 
iridectomía, revelando el tubo neural. Éste fue disecado y transferido a un tubo de ensayo. 
 
Extracción de ARN mensajero y síntesis de ADN complementario  
Para la extracción del ARN mensajero (ARNm) se usó el sistema Dynabeads® Oligo (dT) de 
Invitrogen. El principio de este método consiste en la asociación del ARN mensajero a través de 
la cola poli A con oligonucleótidos compuestos enteramente de timidinas que están acoplados a 
perlas magnéticas. El uso de un magneto permite la concentración de las perlas con los 
mensajeros y su separación de los demás componentes del tejido previamente lisado. El tejido 
es incubado brevemente en 1 mL de buffer de lisis/unión (Tris-HCl 100 mM, pH 7.5, LiCl 500 mM, 
EDTA 10 mM, LiDs 1%, ditiotreitiol) y homogenizado por 1 o dos minutos usando una jeringa 
estéril con aguja #23. Este lisado se centrifuga brevemente en microcentrifuga para remover 
debris, y se trasfiere a un tubo que contiene las perlas magnéticas previamente lavadas con 
solución de unión (Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, LiCl 1 M, EDTA 2 Mm).  Se mezclan las perlas y el 
lisado en un rotador por 5 minutos a temperatura ambiente. En este paso la cola poli-A del ARNm 
se adhiere a la secuencia oligo dT. Luego se coloca el tubo en un magneto por dos minutos para 
concentrar las perlas y poder remover el sobrenadante.  Se lavan dos veces las perlas, primero 
con solución de lavado compuesta por Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, LiCl 0.15 M, EDTA 1 mM, LiDs 
0.1% y luego con solución de lavado compuesta por Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, LiCl 0.15 M, EDTA 
1 mM. Para eluir el ARNm de las perlas, primero se remueve la solución de lavado y se adiciona 
Tris-HCl 10 mM, se incuba a 80°C por 2 minutos, se coloca rápidamente el tubo en el magneto, 
el cual colecta las perlas magnéticas ya libres de ARN, y se trasfiere el sobrenadante que 
contiene el ARNm a otro tubo libre de RNAasas. Si la muestra es suficiente se puede medir la 
concentración y pureza de la preparación en el espectrofotómetro, o verificar la gama de tamaños 
de los transcritos obtenidos en un gel de agarosa. 
Para la síntesis de ADNc se usó el SMART RACE cDNA amplification Kit de Clontech. Este 
sistema de retro-transcripción usa una versión modificada de la Transcriptasa Reversa del Virus 
de Leucemia Murina Moloney que presenta bajos niveles de actividad ribonucleasa, preservando 
los transcritos de la muestra original, y también tiene actividad de tranferasa terminal. Para 
generar el ADNc se procedió en reacciones separadas para la síntesis de ADNc: un tubo para 
usar en reacciones RACE 5’ y otro para reacciones RACE 3’. En el caso de la síntesis de ADNc 
para reacciones 3’ el primer usado fue un oligonucleótido de 25 timidinas que en la región 5’ está 
unido a una secuencia conocida ‘universal’. Este primer se unirá por la región dT con la cola poliA 
de todos los ARNm de la muestra, así que en el proceso de retrotranscripción se introduce la 
secuencia universal ‘ancla’ (ver primeros pasos de la figura 2). En el caso de la síntesis del ADNc 
5’RACE se usó un primer oligo dT de 25 timidinas de extensión sin ninguna ancla universal. 
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Como se mencionó antes la retrotranscriptasa de este sistema tiene actividad transferasa 
terminal que adiciona unos residuos de guanina al final de la síntesis. En este sistema se adiciona 
un segundo primer que posee varias citosinas en la región 3’ y se alinea con esos residuos de 
guanina, sirviendo por tanto como una plantilla que permite a la retrotranscriptasa continuar la 
síntesis de la molécula de ADN. Este segundo primer contiene la secuencia del ancla universal, 
solo que ahora esta secuencia se adiciona a la región 5’ de la molécula de ADN (ver primeros 
pasos de figura 3). En el caso de ADNc para usar en reacciones de PCR normal con la adición 
de solo primers específicos para el blanco a amplificar se procedió de manera similar a la síntesis 
de ADNc para reacciones 3’ RACE solo que añadiendo primers compuestos solamente por 
timidinas. Para ver los detalles de los procedimientos y reactivos se puede consultar el manual 
de este kit disponible de manera libre en la página web de la compañía. 
 
Búsqueda de homología por bioinformática y diseño de primers.  
Con el fin de identificar posibles candidatos de PLC y canales TRP putativos que pudieran servir 
como elementos de la fototransducción en fotorreceptores microviliares de Pecten y de Anfioxo, 
se emprendió una búsqueda basada en homología con secuencias de proteínas que participan 
en la fototransducción o que se ha mostrado por lo menos expresan selectivamente en 
fotorreceptores en otras especies. 
Para la búsqueda de la posible enzima regulada por la luz se usó la secuencia de aminoácidos 
de la Fosfolipasa C beta que es necesaria en la fototransducción de Drosophila (número de 
acceso en NCBI NP_525069.2; McKay et al., 1995) y la secuencia de PLC beta que se expresa 
selectivamente en fotorreceptores de calamar (número de acceso en NCBI CAA54275; Carne et 
al., 1995).  En el caso de la búsqueda de los canales activados por luz, se usó la secuencia de 
aminoácidos de los canales TRP y TRPL, los cuales participan en la fototransducción en 
Drosophila (números de acceso en NCBI NP_476768.1 y NP_4768.1; Hardie & Minke, 1992; 
Niemeyer et al., 1996). Además se usaron las secuencias de otros canales TRP de mamíferos, 
que se han revelado sensibles a diferentes mensajeros de la cascada de señalización de los 
fosfoinositidos gatillada por la activación de PLC: por un lado, los canales TRPM4 (NP_060106.2 
), TRPM5 y TRPA1  (números de acceso en NCBI NP_055370 , NP_064673.2 y NP_015628.2)  
que responden a un incremento de calcio citosólico (Hofmann et al., 2003; Launay et al., 2002; 
Prawitt et al., 2003; Zhang et al., 2007; Doerner et al., 2007; Zurborg et al., 2007). El TRPA1, 
además, es reclutado en la transducción de luz UV en melanocitos humanos a través de la vía 
de fosfoinositidos-fosfolipasa C (Bellono et al., 2013). Por otro lado, también fueron usadas varias 
secuencias de canales TRPC (TRPC3, TRPC4, TRPC5, y TRPC6), que son regulados por DAG 
o sus metabolitos (Clapham et al., 2005).  
El tipo de base de datos utilizada en la búsqueda bioinformática fue diferente para las dos 
especies. En el caso de Pecten la búsqueda se realizó en el transcriptoma de la retina que 
previamente se había mandado a secuenciar a partir de ARNm extraído de la retina, posterior 
síntesis de ADNc, normalización de la librería (Bio S&T Inc., Montreal, Canada) y secuenciación 
por el método 454 (Cornell Core Laboratory Center – Genomics, Ithaca, NY). Las secuencias 
primarias que corresponden a fragmentos de transcritos fueron aproximadamente 700000, con 
una longitud promedio de 350 nucleótidos; éstas fueron ensambladas con el programa Roche 
GS De Novo Assembler (Bay Paul Center, Marine Biological Laboratory, Woods Hole, USA) para 
obtener secuencias sobrelapantes (‘contigs’, 40103), que pueden corresponder a 
reconstrucciones, generalmente parciales de transcritos reales. En general, las búsquedas se 
llevaron a cabo en la colección de lecturas primarias, (en lugar que en el conjunto de contigs) 
estableciendo luego un ensamblaje manual mediante la rutina CAP en el software Bioedit, y 
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utilizando las secuencias de los extremos para extender ulteriormente la búsqueda de una 
manera reiterativa. Este acercamiento, aunque más laborioso, ofrece la ventaja de mostrar en 
detalle la composición del contig obtenido, más específicamente, la representación y consenso 
de diferentes regiones, información que fue aprovechada para el diseño de primers (ver más 
abajo).  
En el caso de Anfioxo, se utilizó el genoma, ya en su segunda ronda de anotación, el cual está 
disponible públicamente. A partir del genoma se han generado modelos de transcritos, los cuales 
fueron usados para la búsqueda de posibles elementos en la fototransducción. Por supuesto, la 
información genómica necesariamente abarca elementos que se expresan en tejidos ajenos al 
tubo neural, donde residen las células fotosensibles. En el Anfioxo aún no se dispone de un 
transcriptoma del tubo neural. 
Tanto con el transcriptoma de retina de Pecten como con el genoma de Anfioxo la búsqueda se 
hizo por tBlastn, es decir comparando secuencias ‘query’ (pregunta) de aminoácidos con la 
traducción de las secuencias de nucleótidos en la base de datos. Esta modalidad de búsqueda 
es más robusta que el procedimiento por nucleótidos, ya que obvia el problema de la 
degeneración del código genético: lo crítico es que la secuencia se conserve a nivel de proteína 
para mantener la misma función.   
En paralelo, también se llevó a cabo una búsqueda de candidatos por palabras clave (‘fosfolipasa 
C’, y ‘TRP’). Se construyó una lista de ‘hits’ y esa información se cruzó y comparó con las 
secuencias encontradas por homología.   
Para el diseño de los primers se utilizaron los programas Primer 3 y oligocalulator. Primer 3 
permite la introducción de una secuencia en la cual se quieren encontrar posibles regiones que 
funcionen como primers de acuerdo a varios parámetros ajustables, como el porcentaje de 
citosina-guanina, la longitud del primer, la temperatura de anillaje, etc.  En el caso de Pecten las 
zonas de búsqueda se restringieron a regiones donde el contig era apoyado por varias lecturas 
primarias sobrelapantes del transcriptoma, con 100% de consenso (Figura 1A). Esto limita la 
incertidumbre introducida por errores de secuenciación. En el caso de Anfioxo los modelos de 
transcritos encontrados por homología fueron usados directamente para la búsqueda de primers 
en Primer3. 
Los candidatos encontrados fueron ulteriormente analizados mediante el programa 
Oligonucleotide Properties Calculador, para detectar posible formación de estructuras 
secundarias y dimerización. En la Figura 1B se muestra un ejemplo de primers candidatos que 
podrían tener problemas de este tipo. El programa también se utilizó para verificar pequeños 
ajustes manuales cuyo propósito era obtener un balance más fino de temperaturas de anillaje. 
Las secuencias de los primers candidatos que se revelaron satisfactorios fueron finalmente 
examinadas por Blastn contra la base de datos correspondientes (los contigs del transcriptoma 
de la retina de Pecten o los modelos del genoma del Anfioxo) para descartar que pudieran 
hibridizar con múltiples ADNcs; de esta manera se pretendía evitar posibles amplificaciones 
inespecíficas (Figura 1C). Los primers elegidos fueron sintetizados por Sigma.  
En general, se procuró diseñar múltiples primers en cada tramo, con el fin de permitir realizar 
amplificaciones ‘anidadas’ (nested) sucesivas. Las reacciones anidadas permiten incrementar la 
confianza sobre la especificidad de una amplificación de PCR: si un amplicón obtenido es el 
blanco buscado, el uso de este como plantilla para una segunda reacción usando primers más 
internos debería conducir a obtener nuevamente otro producto, de menor tamaño. En cambio, si 
el amplicón es ajeno a lo que se busca y resultó de la coincidencia fortuita con las secuencias de 
los primers, seria supremamente improbable que primers internos diseñados a partir de la 
secuencia de interés vuelvan a unirse justamente al mismo blanco no buscado. Las reacciones 
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anidadas permiten por lo tanto depurar bandas inespecíficas en reacciones de PCR en donde se 
encuentran múltiples productos, algunos de los cuales son inespecíficos. Por último, en algunos 
casos puede ocurrir una amplificación correcta pero insuficiente para visualizarse en un gel; una 
segunda ronda utilizando un templete pre-enriquecido puede resultar en una amplificación 
exitosa.  
 
Amplificación por PCR y extensión por RACE (Rapid Amplification of cDNA 
Ends).  
En las reacciones de PCR se usó principalmente la polimerasa Taq (New England Biolabs), la 
cual añade al extremo 3` una adenina, necesaria en caso de hacer ligación con los vectores 
pGEM-T que tienen en las terminaciones del sitio de inserción timina, lo cual conlleva a una 
asociación entre estas moléculas, para que luego la enzima ligasa las una covalentemente. En 
general se prepararon reacciones de 25 μL. Por cada reacción se añadieron 2.5 μL de termopol 
buffer 10X (New England Biolabs), 0.6 μL de primer específico a una concentración de 20 μM, 
0.5μL de dideoxinucleotidos a una concentración de 10mM (New England Biolabs). La cantidad 
de plantilla de ADNc varió entre 0.5 a 1.5 μL. La cantidad de polimerasa fue de 0.25 a 0.5 μL. El 
stock de esta polimerasa estaba a una concentración de 5000 unidades enzimáticas por mililitro. 
El volumen de reacción se completó con agua (Sigma-Aldrich). Para evitar pérdidas por 
evaporación se adicionó 25 μL de cera (Chill-Out, Biorad). La temperatura de anillaje usada en 
la reacciones en general fue 4°C por debajo de la temperatura calculada por el fabricante de los 
primers, pero pudo modificarse con base en los resultados de las reacciones de PCR: por ejemplo 
si en una PCR se encontraron múltiples bandas, el procedimiento se repitió, elevando la 
temperatura de anillaje; si por el contrario, en una PCR previa no se encontró ningún producto, 
se bajó la temperatura de anillaje o se optó por aumentar el número de ciclos de reacción, o la 
cantidad de ADN plantilla. Hay otras estrategias más sistemáticas para optimizar la amplificación 
y mejorar su especificidad: en algunos casos se prepararon múltiples réplicas del tubo de 
reacción, las cuales fueron corridas en un protocolo que usaba un gradiente de temperatura en 
el ciclo de anillaje. Alternativamente, se utilizó un protocolo de ‘touchdown’ en el cual en 
sucesivos bloques de 5 ciclos de amplificación la temperatura de anillaje se reducía de un grado 
cada vez, empezando en una temperatura más alta con respecto a la tm calculada para los 
primers. Esta última técnica puede ser particularmente eficaz cuando los primers tienen similitud 
parcial con otras secuencias no buscadas, cuando esta es la situación los primers tiene potencial 
de unirse a estos blancos inespecíficos, con menor afinidad a lo que sería una completa 
complementariedad como se espera de la unión entre el primer y su blanco específico, 
aprovechando esto se puede hacer más difícil la interacción entre el primer y las moléculas de 
ADN plantilla, de tal manera de que si hay una unión será la que tenga mejor complementariedad 
y la manera de hacer esto es elevando la temperatura e ir bajando progresivamente.  
Una vez obtenidos los amplicones del tamaño esperado y verificada su identidad por 
secuenciación (ver abajo), se procedió a la extensión de estos amplicones por medio de la técnica 
RACE. Con esta técnica se busca identificar la secuencia de los terminales 5’ y 3’ de un cDNA 
cuando solamente se conoce un tramo interno. La estrategia general para 3’ RACE y 5’ RACE 
es mostrada en las figuras 2 y 3 respectivamente. Su propósito es obviar el problema de la 
imposibilidad de diseñar primers específicos para los extremos desconocidos de cada uno de los 
blancos buscados, utilizando un primer ‘universal’ diseñado contra la región ‘ancla’ pegada 
durante el procedimiento de síntesis del ADNc como se explicó anteriormente. El otro primer, por 
supuesto, debe ser complementario únicamente a la molécula de interés, es decir, debe ser ‘gen-
específico’. Para reacciones de RACE se modificaron primers gen-específicos ya utilizados 
exitosamente en PCR normales, con la adición de unas pocas bases para equiparar el valor de 
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Tm con el de los primers universales, que son muy largos. De esta manera las amplificaciones 
se llevan a cabo desde un punto conocido del amplicón hasta un extremo o el otro, según el 
templete utilizado (es decir con el ancla colocada en el terminal 3’ o en el 5’). Nuevamente, es 
posible usar reacciones anidadas, ya que la secuencia ‘universal’ es blanco de 2 primers, uno 
externo (UPM) y uno interno (NUP). Por cada reacción de 25 μL se usaron 2.5 μL de UPM 
(Universal primer mix) 10X o 1.5 μL de NUP 10µM (Nested universal primer).  
 
Análisis electroforético de productos de PCR.  
El gel de separación de los productos de PCR se usó a una concentración de 1.2% de agarosa 
en TBE 1X, añadiendo bromuro de etidio a dilución final 1:20000 para visualización de una 
muestra de 5 µl de los productos en un trans-iluminador UV. El resto fue guardado a -20°C para 
posterior purificación en caso de que se quisiera secuenciar el producto. Para cargar los pozos 
con el producto de PCR se mezcló este con 1.5 μL de Gel loading dye 6X (New England Biolabs). 
Para estimación de tamaño de producto de PCR se usó el indicador de tamaño 2-log DNA Ladder 
(New England Biolabs). Los parámetros empleados para la corrida del gel fueron en general 50 
minutos a 120 V.  
 
Purificación de productos de PCR.  
Cuando los geles con los productos de las reacciones de PCR indicaban la presencia de un solo 
amplicón, se usó QIAquick PCR Purification Kit Protocol de Quiagen según las instrucciones del 
fabricante. El principio general que permite la purificación del ADN es la retención de esta 
molécula en una matriz de silica. Esta matriz permite en ciertas condiciones de pH y de 
concentración de sales la unión selectiva con ADN. La matriz se encuentra en una columna, la 
cual se centrífuga y los elementos no retenidos son descartados. El producto retenido en la 
columna es eluido por medio de agua.  
Cuando la reacción mostraba múltiples amplicones, aquellos del peso esperado fueron 
purificados a partir de una separación por electroforesis. Para este fin, se escindió la banda de 
interés cortándola mientras se visualizaba en el trans-iluminador UV, utilizando un vidrio de 1 mm 
como filtro para reducir la exposición a luz ultravioleta. El gel escindido se transfirió a un tubo de 
2 ml previamente pesado. Se pesó de nuevo el tubo con el fragmento de gel y se calculó su 
volumen. Luego se utilizó QIAquick G el Extraction Kit Protocol de Quiagen según las 
instrucciones del fabricante. El principio de purificación es básicamente el mismo que para 
reacciones con amplicones únicos.  
A los productos purificados se les midió la concentración de ADN en un espectrofotómetro 
(BioPhotometer, Eppendorf) y se determinó su pureza mediante el cociente de absorción 280/260 
nm. 
Ligación, trasformación y selección de colonias con inserto.  
Para clonar los productos obtenidos en bacterias Escherichia coli se usó el sistema de vector 
pGEM-T de Promega. Se adicionó a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, 5 μl de buffer de 
ligación rápida de ligasa T4, 1 μl del vector pGEM-T, 3 μl del producto de PCR purificado y 1 μl 
de la ligasa de ADN T4. Se dejó incubando toda la noche a 4°C. Para la transformación, 2 μl de 
la reacción de ligación se transfirieron a un tubo esteril de microcentrífuga de 1.5 ml, se adicionó 
25 μl de células competentes JM109 y se incubó por 20 minutos en hielo. El plásmido fue 
introducido mediante choque térmico en un baño de agua a 42°C por 50 segundos, y 
posteriormente se incubaron las bacterias en hielo por dos minutos. Luego se adicionó 975 μl de 
medio SOC y se incubó en termomezclador (Eppendorf Themomixer) por 1.5 horas a 37 °C a 
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450 rpm. Una alícuota de 200 μl de bacterias fue sembrada en platos de agar con ampicilina (a 
una concentración final de 100 mg/ml), para permitir el crecimiento selectivo de bacterias que 
contuvieran el plásmido, el cual incluye el gen que confiere resistencia a este antibiótico. En el 
vector pGEM-T, el sitio de inserción del producto en el plásmido interrumpe el gen que codifica 
la galactosidasa. Por lo tanto, para realizar selección de bacterias transformadas con plásmido 
con inserto, los platos de agar también contenían IPTG (un inductor de la expresión del gen de 
beta-galactosidasa), y XGAL (un sustrato de dicha enzima que, al ser hidrolizado, resulta en un 
precipitado azul). Se incubó a 37 grados entre 16 y 24 horas. En cada caso tres colonias blancas 
se seleccionaron para inocular un tubo con medio LB y ampicilina; el crecimiento se detuvo 
cuando la densidad óptica medida a 600 nm alcanzó un valor de 2-2.5, según se determinó con 
el espectrofotómetro.  
 
Purificación de plásmido.  
Para la purificación de plásmidos de bacterias transformadas se utilizó QuickClean 5M Miniprep 
Kit de GenScript según las instrucciones del fabricante. El principio general que permite la 
purificación del plásmido es la lisis de las bacterias mediante choque alcalino y posterior 
neutralización con ácido. Debido a que además de los plásmidos, se liberan los cromosomas 
bacteriales se centrifugó la muestra. Moléculas más pesadas como los cromosomas y debris 
celulares sedimentan primero. El sobrenadante se transfirió a una columna de purificación de 
ADN como las usadas en la purificación de productos de PCR. Se midió la concentración del 
ADN en espectrofotómetro y se determinó su pureza mediante el cociente de absorción 280/260 
nm. 
 
Verificación del inserto.  
Para corroborar inserción de la secuencia de interés en el vector se procedió de dos maneras: 
(1) PCR de Colonia. 1 μl de bacterias transformadas fue usado como fuente de ADN plantilla 
para la reacción de PCR de colonia. El resto de reactivos y procedimiento fue esencialmente el 
mismo que la PCR original. La generación de un amplicón del mismo peso que el amplicón 
original fue verificada por electroforesis (2) Análisis de Restricción. Una muestra de 5 μl de 
plásmido purificado de las bacterias que crecieron en medio LB con amplicilina fue digerida con 
la enzima de restricción EcoRI. El vector usado para la ligación contiene un sitio de 
reconocimiento por EcoRI a cada lado del sitio de multi-clonaje por tanto permite liberar el inserto 
del vector. El tiempo de incubación del plásmido con EcoRI fue 2 a 3 horas, y la muestra 
resultante fue examinada en un gel de agarosa. Se espera visualizar dos bandas, una del peso 
correspondiente al inserto y otra correspondiente al peso del vector (y, si la digestión no se 
llevaba a cabo completamente, una tercera banda correspondiente al vector con el inserto). En 
la figura 4 se puede observar el flujo de trabajo para lograr obtener una secuencia por este 
método. Se presenta un ejemplo real de un amplicón extendido por RACE que permitió obtener 
la secuencia de una PLC en Pecten. 
 
Secuenciación y análisis de datos  
Una muestra de los plásmidos purificados fue enviada a la compañía GeneWiz en duplicado para 
secuenciación bi-direccional con el método de Sanger (estensión/terminación con di-
deoxinucleótidos marcados con fluoróforos). Como primers de secuenciación se usaron primers 
dirigidos contra las regiones M13f y M13r que se encuentran flanqueando el sitio de inserción de 
productos externos en el plásmido. En algunas instancias se procedió con secuenciación directa 
de los productos de PCR purificados, en cuyo caso cada muestra fue pre-mezclada con uno de 
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los dos primers específicos que permitió obtener el respectivo amplicón. Cuando la calidad de la 
lectura obtenida no era óptima (es decir, aparecían ‘N’ de nucleótidos que no pudieron ser 
identificados), ésta se optimizó mediante el uso de PeakTrace DNA Sequencing Basecalling 
Service disponible en internet, el cual lleva a cabo un análisis más sofisticado del cromatograma, 
y muchas veces resuelve picos de fluorescencia ambiguos.  
Para todas las tareas de análisis de secuencias se utilizó el paquete de software Bioedit. Este 
incluye, entre otras, rutinas estándar para manipulación de secuencias (por ejemplo, inversión y 
complementación), alineamientos (ClustalW), determinación de similitud entre dos secuencias, 
ubicación de primers, ensamblaje de contigs (rutina CAP), y traducción en cualquier marco de 
lectura. Para todos los amplicones obtenidos se verificó que correspondieran a lo esperado, 
buscando los primers usados en su amplificación (si se secuenciaron por plásmidos) y utilizando 
solamente la secuencia interna para todo análisis posterior (la del primer puede haber sido 
impuesta fortuitamente como resultado de la amplificación misma). Diferentes amplicones o 
ensamblajes fueron comparados con contigs del transcriptoma en el caso de Pecten o con 
modelos de transcritos del genoma en el caso de Anfioxo. Además se llevó a cabo una búsqueda 
BlastX contra la base de datos de NCBI.  
 
Hibridación in situ: 
Para determinar el sitio de expresión de los ARN mensajeros correspondiente a las secuencias 
clonadas, se llevaron a cabo ensayos de hibridación in situ. El primer paso fue la síntesis de las 
sondas.  
Síntesis de sondas: Las plantillas de ADN necesarias para la síntesis in vitro de las sondas de 
ARN corresponden a secuencias de ADN de cada uno de los blancos clonados. La síntesis 
requiere secuencias promotoras que permitan generar un ARN sentido (control) y otro anti-
sentido (experimental). Se procedió de dos maneras: (1) El primer método consiste en insertar la 
secuencia de interés en un vector de expresión de doble promotor (pGEM). Para este propósito 
el plásmido es amplificado en bacterias, purificado, y linearizado con endonucleasas de 
restricción que corten en uno de los dos lados que flanquean el sitio de multiclonaje donde se ha 
ligado el inserto. La linearización tiene el propósito de evitar que la polimerasa de ARN siga 
sintetizando ARN más allá del final del inserto. Este acercamiento requiere verificar que las 
enzimas de restricción no ataquen el inserto mismo. Además, si la ligación en el vector se hizo 
por empalme T/A de un amplicón generado con polimerasa Taq, se requiere conocer la dirección 
de inserción. Esto se hizo por PCR, usando primers gen-específicos apareados con primers que 
se anillan a secuencias del vector ubicadas bien sea a un lado o al otro del sitio de multiclonaje 
(M13f o M13r).  (2) En el segundo método la plantilla se genera directamente por PCR usando 
primers modificados a los cuales se haya añadido en su terminal 5’ una secuencia promotora, la 
cual queda incorporada en los amplicones.  
Para la generación de la sondas de RNA se usó el kit de síntesis de RNA de Roche que incluye 
una mezcla de deoxinocleotidos que contiene dATP, dCTP, dGTP, dUTP, y dUTP unido a 
Digoxigenina (DIG). Digoxigenina es una molécula para la cual existen anticuerpos comerciales, 
acoplados a fosfatasa alcalina que permiten su detección al añadir el apropiado sustrato 
cromogénico (Western Blue, Promega). Se ensamblaron usualmente reacciones de 20 µl. Se 
adicionó polimerasa de ARN T7 (New England Biolabs 50 U/µL) o SP6 (New England Biolabs, 
20 U/µL) para lograr una concentración final de 20 U/µL. Si la fuente de ADN plantilla era 
plásmido linearizado se adicionó alrededor de 1000 ng de ADN, si la fuente era un amplicón 
obtenido por PCR se adicionaron entre 100 y 200 ng de ADN.  Se añadieron 2 µL de la mezcla 
de nucleótidos y la misma cantidad del buffer de polimerasas de ARN 10X y se completó el 
23                                 METODOS  
_____________________________________________________________________________________ 
 
volumen con agua libre de RNAasas. El tiempo de incubación fue en general 4 horas a 37°C en 
el caso de la incubación con T7, y 40°C en el caso de SP6. El tiempo de incubación en algunos 
casos fue aumentado para obtener la cantidad de sonda suficiente. Fueron ensambladas las 
reacciones para la síntesis tanto de la sonda antisentido como de la sonda sentido. 
Posteriormente, se procedió con la purificación de ARN. La reacción de la síntesis in vitro se 
incubó por 15 minutos a 37°C con 1 µL de DNAasa para fragmentar el ADN plantilla. Esta 
reacción se detuvo adicionando 2 µL de EDTA 0.2 M. La purificación de las sondas se realizó 
por medio de precipitación con etanol y cloruro de litio. A la reacción de síntesis se le adicionaron 
2.5 µL de LiCl 4M y 75 µL de etanol; se mezcló fuertemente y se puso a enfriar por una hora a -
20°C. La muestra se centrifugó a 14000 rpm a 4°C por 15 minutos para precipitar el ARN. Se 
removió el sobrenadante y se lavó el precipitado adicionando cuidadosamente etanol al 70% pre-
enfriado. Se centrifugó de nuevo a 14000 rpm a 4°C por 15 minutos para maximizar la remoción 
de nucleótidos no incorporados. Se removió el etanol y se re-suspendió en 50 µl de agua libre 
de RNAasas. Una muestra pequeña de este material fue usada para correr un gel y verificar la 
síntesis de la sonda. El tiempo de separación fue corto, alrededor de 15 minutos debido a la 
rápida degradación del ARN. Al resto de la muestras re-suspendidas se les adicionó 450 µL de 
buffer HYB (formamida al 50%, citrato salino estándar SCC 20X al 25%, tween-20 al 0.1%, ARN 
de levadura a una concentración de 1 mg/ml y heparina a 50µg/ml) el cual permite preservar el 
ARN de manera estable por un largo tiempo; las sondas se almacenaron inmediatamente a -
20°C. Adicionalmente se usó una muestra para medir la concentración en el espectrofotómetro. 
Para evaluar si las sondas efectivamente incorporaron dUPT-DIG, clave para la detección, se 
aplicó una pequeña muestra sobre una membrana de nylon y se expuso por unos minutos a luz 
UV para inducir el entrecruzamiento entre los ácidos nucleicos y la membrana, y evitar que en 
posteriores lavados se perdieran. Se incubó la membrana en solución de bloqueo (suero fetal 
bovino al 7% en ácido maléico) y luego con un anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa 
alcalina. Se lavó varias veces con ácido maléico para remover el anticuerpo no unido. Se adicionó 
el sustrato de la fosfatasa, Western Blue, y se reveló en la oscuridad. La fosfatasa en presencia 
de este sustrato genera un producto de color morado o azul. Para detener el revelado se utilizó 
ácido acético al 5%. 
Ensayos de hibridación in situ: Se llevaron a cabo en dos modalidades. La primera sobre 
cortes de tejido y la segunda sobre tejido entero (ésta solo fue hecha en retinas aisladas de 
Pecten). Los cortes de tejido fueron hechos en criostato. Para preparar el tejido para los cortes, 
éste fue fijado en formaldehido al 4% a 4°C toda la noche. Luego se lavó varias veces con PBS,y 
se incubó con triton-X al 0.002 % en PBS por 10 minutos a 4°C. El tratamiento con triton se hace 
para permeabilizar las membranas y permitir la introducción de sacarosa y de los anticuerpos. El 
tejido fue luego crio-protegido con sacarosa para evitar la formación de cristales durante la 
congelación (10% y, 20% en PBS, 1 hora c/u, y finalmente al 30% toda la noche). Posteriormente 
fue embebido en gelatina al 7.5% y sucrosa al 15%. Una vez solidificado el bloque, se congeló 
rapidamente a -80°C y luego fue equilibrado a -25°C en el crióstato. Los cortes (8-12 µm de 
espesor) fueron depositados en láminas cubiertas con solución de Weaver, (la cual promueve la 
adhesión del tejido a la lámina), y almacenados a -20°C. Antes de usarse, se incubaron las 
laminillas en PBS a 38°C por 10 minutos aproximadamente para disolver la gelatina. 
En el caso de tejido entero, éste fue permeabilizado con un tratamiento más fuerte que involucra 
proteinasa K y/o precipitación con series de lavados con metanol a diferentes concentraciones; 
luego se procedió con una segunda, breve fijación.  
En ambas instancias las muestras fueron pre-incubadas con el mismo buffer utilizado para 
almacenar la sonda de ARN, y posteriormente se adicionó la sonda y se incubó por un largo 
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periodo (16 horas). Luego de múltiples lavados para remover la sonda que no hibridizó con el 
blanco, se incubó con solución de bloqueo que contiene suero fetal para impedir uniones 
inespecíficas, seguida de los anticuerpos anti-digoxigenina y nuevos lavados para remover 
anticuerpos que no se hayan unido a la digoxigenina. Posterior a esto se incubó el tejido con 
levamisol para inhibir fosfatasas endógenas y se adicionó el sustrato para la fosfatasa alcalina. 
El revelado se llevó a cabo simultáneamente para tejidos incubados con la sonda sentido y 
antisentido, y se paró con ácido acético al 5 %, cuando el tejido control (sentido) empezaba a dar 
indicios de tinción. Una vez detenida la reacción se hizo una última post-fijación en formaldehido 
al 4%, para mejor preservación del tejido. En el caso de la hibridación in situ hecha sobre tejido 
entero, éste fue embebido en gelatina y seccionado como se explicó anteriormente. Por último, 
se aplicó glicerol al 50% en PBS a las laminillas, se cubrieron con vidrio cubre-objetos, y se 
sellaron con esmalte, para preservarlas hasta las observaciones en el microscopio. 
 
Inmunodetección por medio de wertern blot e inmunohisto-/cito-química 
Anticuerpos: se mandaron a sintetizar (ProSci, Biosíntesis, y GenScript) varios anticuerpos 
específicos basándose en las secuencias clonadas. En cada caso, una secuencia peptídica de 
aproximadamente 20 aminoácidos fue sintetizada y acoplada a hemocianina, para inmunizar 
conejos. Estas secuencias fueron seleccionadas con base en la traducción predicha de los clones 
obtenidos, buscando tramos hidrofílicos (determinados por el algoritmo de Kyte-Dolittle) y por 
tanto expuestos al medio acuoso, y además secuencias únicas. Para este fin, los candidatos 
fueron sometidos a una búsqueda tBlastn contra el transcriptoma de Pecten o los modelos de 
transcritos del genoma del Anfioxo. Se mandaron a sintetizar anticuerpos contra una PLC tipo 
beta en Pecten, una PLC tipo beta en Anfioxo y un TRP en Anfioxo. 
Western Blot: Retinas aisladas de Pecten (20-30) o tubos neurales aislados de Anfioxo (1-3) 
fueron procesados en un homogenizador Dunce (vidrio-teflón) con buffer de lisis (Tris-HCL 30 
mM pH 7.4, NaCl 100 mM, SDS 1%, PMSF 0.5% y coctel inhibidor de proteasas de SIGMA 0.5% 
estos últimos para evitar degradación proteica durante la lisis). El lisado se centrifugó 
brevemente, se recogió el sobrenadante, y se transfirió a un tubo para luego adicionar acetona 
fría y precipitar las proteínas por 2 horas a -20°C. Luego se centrifugó (12000 rpm por 1 minuto), 
se retiró la acetona, y se dejó secar unos pocos minutos, antes de suspender en solución de 
carga (SDS 2%, 2-mercaptoetanol 1%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.01%, Tris-HCl 62.5 
mM, pH 6.8, EDTA 5 mM).  
Las muestras fueron separadas por electroforesis en un gel discontinuo de 
acrilamida/bisacrilamida (8% o 12% en el gel de separación). Para cada carril se sembró 20 µL 
del buffer de carga con el tejido re-disuelto y como indicador de peso molecular se utilizó el 
marcador Kaleidoscope de BIO-RAD. La separación se llevó a cabo a corriente constante de 20 
mA por 3 horas aproximadamente. Posterior a la corrida, una parte del gel se tiñó con azul de 
Coomassie para verificar la presencia de proteínas. La otra parte del gel se transfirió a una 
membrana de nitrocelulosa para detección con anticuerpos. La trasferencia se hizo sobre el 
sistema de cámara líquida Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell de Biorad. La 
trasferencia se hizo a 100 voltios, 1 hora, y la membrana se dejó luego en solución de bloqueo 
(TBS con albumina de suero bovino, BSA, al 3%) toda la noche. Los carriles pertinentes fueron 
cortados e incubados con los anticuerpos primarios (diluidos entre 1:200 y 1:1000 en TBS con 
BSA 0.5 %) por 3 horas a temperatura ambiente. Después de 3 lavados en TBS (10 minutos c/u) 
se adicionó el anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina (Promega; 1:2000, 1 hora), 
se lavó de nuevo, se reveló en Western Blue (Promega) hasta que aparecieran bandas, y se 
detuvo con ácido acético al 0.5%. 
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Inmunodetección en tejido y en células: Para determinar el sitio de expresión de las moléculas 
proteicas que corresponden a las secuencias clonadas se llevaron a cabo ensayos de 
inmunohistoquímica en crio-secciones preparadas como se describió anteriormente. Además, en 
Pecten también se llevaron a cabo inmuno-ensayos en células aisladas: para este fin se trataron 
retinas con pronasa (12 mg/ml por 50 minutos a 22°C), y se dispersaron por succión repetitiva 
con una pipeta de vidrio pulida a fuego. Las células dispersadas se colocaron sobre una lámina 
o laminilla tratada con concanavalina A por media hora para mejorar su adhesión. En ambos 
casos se procedió con un tratamiento de bloqueo de sitios inespecíficos con suero de cabra al 
10% en PBS por 30 minutos, y se incubó con los anticuerpos contra los respectivos blancos. Las 
diluciones de los anticuerpos primarios estuvieron entre 1:200 y 1:2000. Los anticuerpos 
secundarios estaban acoplados bien sea a un fluoroforo (Rabbit -Alexa-Fluo 488 o 546, Molecular 
Probes, dilución 1:200), o a fosfatasa alcalina (Promega Rabbit AP, 1:1000). Las láminas 
procesadas fueron observadas en un microscopio de fluorescencia (Zeiss Axio Observer). 
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RESULTADOS 
 
Búsqueda de las posibles enzimas PLC activadas por luz en Pecten.  
A. Búsqueda bioinformática del transcriptoma 
La secuencia de aminoácidos de una PLC que expresa selectivamente en fotorreceptores de 
Loligo fue usada para realizar una búsqueda tBlastn en la colección de lecturas primarias del 
transcriptoma de la retina de Pecten. Esta resultó en 10 hits que se pudieron ensamblar con la 
rutina CAP en dos contigs. El contig mas largo (contig 1) tiene una extensión de 683 bases y está 
constituido por 8 lecturas primarias (Figura 5A).  El otro (contig 2) tiene una extensión de 501 
bases y está constituido por 2 lecturas primarias (Figura 5B). Al llevar a cabo una comparación 
con el transcriptoma ensamblado, ambos contigs presentaron alta similitud con la misma 
secuencia, la 07574, que tiene una extensión de 2825 bases y está compuesta por 92 lecturas 
primarias. Como se muestra en la Figura 6 los dos contigs manuales corresponden a regiones 
cercanas pero diferentes de la secuencia 07574; además, según un Blast en NCBI incluyen 
dominios de PLC diferentes pero contiguos que están de acuerdo con la estructura que 
usualmente es encontrada en las PLC tipo beta. En su conjunto, esto sugería que se trataba de 
partes diferentes de un único transcrito. Para el diseño de primers solamente se usó el contig 1, 
debido a que estaba soportado por más lecturas primarias. A este candidato se le denominó SQ 
de squid (calamar en inglés). 
En el caso de la búsqueda por homología con la PLC de Drosophila, se encontró que la mayoría 
de las lecturas primarias con mayor homología eran las mismas obtenidas en la búsqueda 
anterior. Sin embargo había dos lecturas primarias adicionales que formaban un contig diferente. 
Este fue extendido por búsquedas reiterativas, y se encontraron 11 secuencias de lecturas 
primarias adicionales, que pudieron ser ensambladas en una secuencia de 715 bases (Figura 
7A) con un largo marco de lectura que se traduce en un polipéptido de 238 aminoácidos. Según 
una búsqueda Blastp contra la bases de datos de NCBI se trata nuevamente de un ortólogo de 
Fosfolipasas C del tipo beta. A este candidato se le denominó DM de Drosophila. Una búsqueda 
local Blastn en el transcriptoma ensamblado de la retina de Pecten lo alineó con el contig 12199, 
que tiene una extensión de 2151 bases, está compuesto por 36 lecturas primarias y, por 
supuesto, también presenta alta similitud con Fosfolipasas C del tipo beta. Por tanto este era otro 
candidato promisorio. El diseño de primers se basó en el contig ensamblado manualmente, para 
delinear regiones de alta confiabilidad y representación (ver Métodos). 
Hubo una tercera secuencia candidata en Pecten, la cual fue obtenida fortuitamente en 
amplificaciones que buscaban un canal iónico regulado por nucleótidos cíclicos. 
Inesperadamente, uno de los amplicones resultó tener alta homología a PLC tipo beta. La 
secuencia de este candidato es mostrada en la figura (Figura 7B). A este candidato se le 
denomino FL de fluke (chiripazo en inglés) 
B. Amplificaciones por PCR de fosfolipasas de Pecten 
Como se mencionó en métodos, se hicieron múltiples primers para cada uno de los candidatos. 
La lista de primers para cada uno de estos 3 candidatos iniciales son mostrados en la Figura 8A. 
La primera ronda de amplificación se llevó a cabo usando todos los primers en todas las 
combinaciones posibles para cada uno de los candidatos (Figura 8B). Por ejemplo, en el caso de 
Drosophila los primers usados fueron DM 26f, DM 72f, DM 316r y DM 644r, con estos primers 
por tanto se hicieron 4 reacciones: DM 26f con DM 316r, DM 26f con DM 644r, DM 72f con DM 
316r y DM 72f con DM 644r. Para los 3 candidatos se obtuvieron productos del tamaño esperado 
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en casi todas las combinaciones de primers (Figura 8C). Solo en la reacción usando el par de 
primers DM 72f y DM 316r no se encontró producto alguno. El producto de dos reacciones de 
cada candidato fue secuenciado. Para preparar la muestra se hizo una purificación de banda en 
gel, a pesar de que se tratara de productos aparentemente únicos, porque se quiso proceder por 
secuenciación directa (es decir, sin clonar en un vector) lo cual exige alta pureza. En todos los 
casos el producto de secuenciación fue el esperado de acuerdo a la secuencia del contig 
elaborada. Aprovechando que se hicieron múltiples primers se llevaron a cabo reacciones 
anidadas, por los motivos mencionados en Métodos. En la Figura 8D se muestra un ejemplo de 
un resultado de este tipo de reacción para los candidatos PLC-DM y PLC-SQ. Notar el menor 
tamaño en los amplicones encontrados en la reacción anidada con respecto a la primera reacción 
(como se esperaría) y la concordancia en tamaño de acuerdo a los primers usados. Una vez 
secuenciados los amplicones se procedió a re-diseñar los primers para llevar a cabo reacciones 
RACE. Para este fin se utilizó el complemento reverso de los primers empleados en las primeras 
reacciones (es decir, cada uno de los nuevos primers apunta hacia los extremos). Al aparear 
estos primers con primers universales que empalman con las regiones-ancla se haría posible 
amplificar hacia los terminales desconocidos. En la Figura 8E se encuentra la secuencia de estos 
primers. En la Figura 8F se muestra un ejemplo de los amplicones obtenidos por este tipo de 
reacción. Las dos bandas brillantes permitieron obtener extensiones parciales del candidato FL.  
En principio, se espera obtener un producto único y de gran tamaño, que corresponda a la 
extensión faltante. Sin embargo, como se puede observar, esta reacción produjo múltiples 
productos. Posibles razones se examinarán en la Discusión.  
Los productos obtenidos en todas estas reacciones de RACE fueron insertados en plásmidos 
pGEM para ser secuenciados. Aunque el procedimiento es más largo, presenta algunas ventajas: 
por un lado, se enriquece la muestra por replicación del plásmido en las bacterias transformadas. 
Por otro,  la secuenciación de plásmido empieza desde regiones flanqueantes al inserto (el sitio 
M13): debido a que las primeras lecturas de toda secuenciación suelen ser de mala calidad y se 
pierden, en el caso de un plásmido la pérdida afectaría principalmente secuencia del vector, y no 
el inserto mismo. Para purificar productos de PCR-RACE generalmente se realizó escisión de 
bandas, debido a la presencia de múltiples amplicones.  
Cuando se ensamblaron todas las secuencias obtenidas del candidato FL, incluyendo las 
extensiones por RACE, se encontró que ensamblaban muy bien, y además, se alineaban con las 
secuencias ya ensambladas del candidato SQ. Por tanto muy posiblemente ambos clonos 
correspondían a un solo transcrito. Faltaba verificar si esta conclusión era verídica, o si resulta 
de un ensamblaje artefactual de ADNcs no contiguos. Para lograrlo, se llevó a cabo una reacción 
de PCR usado los primers de un candidato combinados con los primers del otro. Se obtuvo un 
amplicón único con el tamaño esperado de acuerdo al ensamblaje descrito. Este amplicón 
obtenido experimentalmente corresponde con buena fidelidad a la secuencia 07574 que se había 
encontrado en el curso de la búsqueda bioinformática en el transcriptoma de la retina de Pecten.  
Con el candidato DM ocurrió algo similar. En una reacción de RACE para este candidato 
(mostrada en la figura 4), usando el primer PLCDM_691f y el primer universal (UPM) se obtuvo 
una banda única prometedora de unas 1500 bases. Esta banda fue secuenciada. Sin embargo, 
analizando la secuencia lo primero que se encontró fue que el primer PLCDM_691r se había 
unido a ambos lados y era el que había permitido la amplificación. Sorprendentemente, este 
amplicón resultó corresponder a una PLC del tipo beta. Este amplicón presento homologia con 
el contig del transcriptoma 12199, el encontrado por homología con la PLC de Drosophila y con 
el contig del transcriptoma 21551 constituido por 38 lecturas primarias y con 1120 nucleótidos de 
extensión. Pensando en la posibilidad de un nuevo candidato (denominado NF de New Fluke) se 
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diseñaron primers para hacer reacciones RACE, (mostrados en la figura 9A), con los que se 
pudieron obtener amplificaciones parciales exitosas. Sin embargo todas estas secuencias se 
ensamblaron con las obtenidas con los primers para el candidato DM. Como se hizo en el caso 
anterior se llevaron a cabo reacciones de PCR combinando primers de los dos candidatos y se 
obtuvieron amplicones con el tamaño esperado de acuerdo al ensamblaje obtenido antes. 
Cuando se hace un ensamblaje de todas las secuencias del candidato DM y NF, incluyendo las 
secuencias usando primers combinados, todas se ensamblan muy bien en un solo contig. 
Además este contig ensambló muy bien con los contigs del transcriptoma 12199 y 21551. Estos 
contigs del transcriptoma no ensamblaban entre sí, pero las secuencias clonadas sirvieron de 
puente. Así estos contigs parecen representar regiones distintas de un mismo transcrito, lo cual 
se pudo verificar por el análisis del contenido de los dominios de Fosfolipasas de ambos contigs. 
Estos resultados en su conjunto sugerían que el candidato DM y NF eran el mismo. 
Al comparar el tamaño de los productos de las reacciones RACE con el tamaño que típicamente 
tienen las Fosfolipasas del tipo beta, se debe concluir que no fue posible reconstruir totalmente 
los transcritos completos. Buscando una posible explicación se examinaron muchas secuencias 
de Fosfolipasas C tipo beta de diferentes especies y se encontró que hacia la región del terminal 
carboxilo, estas presentaban regiones ricas en lisinas (uno de cuyos codones es AAA). Esto 
podría conducir a que se presentaran ADNc truncados por el alineamiento del oligo dT con estas 
regiones pseudo-poli-A, y no con la verdadera cola poliA durante la retrotranscripción. Este 
problema parece haberse presentado en el candidato DM, ya que el contig clonado terminaba 
justamente en una región de muchas A que corresponde a un tramo de poli-lisinas en otras 
Fosfolipasas. De hecho, no se encontró un codón de parada. Por lo tanto la terminación 
prematura de extensiones 3’RACE podría reflejar una escasez – pero no necesariamente 
ausencia de moléculas ADNc completas en el stock de templete. Para identificarlas se acudió 
nuevamente a la colección de lecturas primarias del transcriptoma, buscando secuencias que 
pudieran alinearse con el tramo final 3’ del amplicón obtenido (las últimas 200 bases, sin incluir 
la poliA).  Efectivamente, se encontraron 16 hits (Figura 9B) que permitieron extender el contig 
por 343 bases adicionales en el terminal 3’. Con base en ese nuevo contig se diseñaron nuevos 
primers (PLC_620r y PLC_589r) cuya secuencia se puede observar en la Figura 9C. Éstos se 
usaron en combinación con algunos de los que ya se tenían (NF_1080f y NF_1012f) y se logró 
obtener unos amplicones (Figura 9D) que fueron secuenciados y correspondieron a las 
extensiones predichas, extendiendo la secuencia clonada por 291 bases. Para confirmar que 
todas estas piezas corresponden a un único transcrito, se realizaron amplificaciones de un 
extremo a otro. Efectivamente se obtuvieron productos de 3000 bases aproximadamente, según 
lo esperado, lo cual soporta que efectivamente el contig clonado derivado del ensamblaje de 21 
secuencias obtenidas no es un artefacto, sino corresponde a una molécula de ADNc (Figura 9E). 
Al haber superado la región problemática, se abría la posibilidad de que con nuevos primers en 
el nuevo tramo (PLC_595f y PLC_565f, figura 9C) se pudiera finalmente obtener la parte faltante, 
ya sin la interferencia de las secuencias truncadas. Sin embargo no se lograron resultados 
positivos.  Tal vez podría ser porque hay una muy baja cantidad de moléculas plantilla completas 
para hacer este tipo de reacción por el problema de la región rica en As. 
Finalmente las secuencias obtenidas a partir de todas las amplificaciones del candidato 
homologo a Drosophila se ensamblaron en un contig de 3331 bases (Figura 10A), traducidos en 
el marco de lectura 2 desde la posición 146 hasta la posición 3331 en 1061 aminoácidos (Figura 
10B). La traducción predicha de la secuencia clonada contiene los dominios canónicos de las 
PLC beta como el dominio PH (Pleckstrin homology), las manos EF, el dominio catalítico y el 
dominio C2 (Figura 10C). Cuando se hace Blastp contra las bases de datos de NCBI usando 
como referencia la traducción predicha se encontró que esta secuencia tiene alta homología con 
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Fosfolipasas C del sub-tipo beta 4 (Figura 10D).  Cuando éstas se alinean por ClustalW con la 
secuencia clonada se puede apreciar adicionalmente que existen muchas regiones de alta 
identidad, y que al parecer se tiene la secuencia desde el inicio codificante (región 5`), pero 
parece hacer falta parte de la región 3´ (Figura 10E). Con respecto al otro candidato, la 
Fosfolipasa homologa a la de Calamar, su secuencia clonada final tiene una extensión de 2662 
bases que traducen en el marco de lectura 2 desde la posición 230 a la 2644, en 851 aminoácidos 
(Figura 11A). Usando esta secuencia contra las bases de datos de NCBI se encontró que tiene 
alta homología con Fosfolipasas C del tipo beta (Figura 11B).  La traducción predicha de la 
secuencia clonada contiene los dominios canónicos de las PLC beta como el dominio PH 
(Pleckstrin homology), las manos EF y el dominio catalítico (Figura 11C).  
Debido a que ya se disponía de secuencias suficientemente largas para síntesis de sondas de 
RNA, en este punto los esfuerzos se enfocaron en determinar el sitio de expresión de estos 
transcritos por medio de Hibridación in situ. En el caso de la retina de Pecten, coexisten varios 
tipos celulares. La retina en este organismo está compuesta por dos capas, la proximal que 
contiene fotorreceptores microviliares y una distal con fotorreceptores ciliados. Adicionalmente 
existe una capa intermedia de una población de células gliales. Así que si estos ortólogos de 
PLC Beta participaban en la transducción era necesario mostrar que por lo menos expresan en 
las células de interés, es decir, en la capa proximal. Como se mencionó en la sección de métodos, 
para obtener la plantilla de ADN para la síntesis in vitro de la sonda de RNA. Se procedió de dos 
maneras. La primera fue a través de reacciones de PCR usando primers extendidos en su 
extremo 5´con una secuencia promotora de polimerasa de ARN. En la Figura 12A se muestran 
los resultados de la PCR usando este tipo de primers para ambas Fosfolipasas. Para el candidato 
DM se diseñaron primers para obtener un amplicón de 865 pares de bases (primers 
DM1410f_SP6 y DM2275r_T7), más las bases debidas a los promotores de polimerasas de ARN 
(20 bases del promotor de SP6 y otras 20 del promotor de T7). Para el candidato SQ se diseñaron 
primers para obtener un amplicón de 1085 pares de bases (primers SQ538f_SP6/SQ1633r_T7), 
más las bases debidas a los promotores.   
La otra alternativa fue el uso de plásmidos que tuvieran insertada la secuencia del blanco a 
localizar y las secuencias promotoras de ARN en los sitios aledaños al sitio de inserción de este 
blanco. Para este caso se usaron plásmidos que se había usado para secuenciar previamente. 
En la Figura 12B se muestran los resultados de una PCR para averiguar la dirección de ligación 
un inserto de 1017 pares de bases del candidato SQ, usando primers específicos del inserto en 
combinación con primers contra las regiones M13f o M13r del vector. Se puede observar como 
en ciertas combinaciones se obtienen amplicones y en otras no, lo cual define sin ambigüedad 
la dirección. Sabiendo el sentido de inserción ya se pueden linearizar los plásmidos con enzimas 
de restricción e incubar con la polimerasa apropiada 
En la figura 12C se muestra un gel del producto de la síntesis in vitro de ARN, en el cual se 
pueden apreciar bandas del tamaño esperado de acuerdo a los primers usados. Es común que 
las bandas que se obtienen no sean muy intensas, lo cual puede deberse a síntesis poco eficiente 
o a degradación del ARN durante la separación en el gel de agarosa. Luego de medir la 
concentración de estas sondas y evaluar la incorporación de digoxigenina por dot-blot, se 
procedió con el ensayo de hibridación in situ. En la figura 12D se muestran los resultados para 
la PLC homologa a la de Drosophila. En el tejido incubado con la sonda antisentido la tinción se 
observa en la capa proximal donde se ubican los fotorreceptores microviliares (12D, izquierda). 
En el control, con la sonda sentido, no se observa señal alguna (12D, derecha). Habiendo 
obtenido este marcaje específico de transcritos en la capa de células microviliares, se mandaron 
a generar anticuerpos contra esta PLC para la localización a nivel de proteína. Esto puede dar 
indicios más claros del rol que puede tener este candidato en la fototransducción, ya que se 
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espera que la maquinaria fotosensible esté enriquecida particularmente en la región de las 
microvellosidades. En un Western blot para validar el anticuerpo se marcó una banda poco 
menos de 150 kD, lo cual corresponde aproximadamente al peso molecular de este tipo de 
Fosfolipasas (Figura 12E). En la localización por inmunocitoquímica por fluorescencia en células 
rabdoméricas aisladas se ve que la tinción es más fuerte en la zona de los rabdómeros donde 
se encuentra la maquinaria fotosensible (Figura 12F), apoyando con más fortaleza la noción de 
que esta PLC podría participar en la transducción de luz. Los resultados del ensayo de 
localización por hibridación in situ para el candidato SQ, mostraron una localización por fuera de 
los fotorreceptores microviliares (Figura 12H), al parecer principalmente  a nivel de las células 
gliales; esta observación descarta por tanto a esta fosfolipasa como la enzima regulada por luz 
en los fotorreceptores microviliares. 
 
Búsqueda de los posibles canales activados por luz en Pecten.  
En la búsqueda bioinformática en el transcriptoma de retina de Pecten cuatro hits mostraron ser 
particularmente prometedores, por su homología a los canales luz-dependientes de Drosophila 
y a un canal TRP selectivamente expresado por fotorreceptores microviliares de Limulus.  Cada 
una de las traducciones predichas de estos fue usada para un Blast contra la base de datos de 
NCBI, confirmando su pertenencia a la familia de canales TRP. Estos contigs son: el contig 21919 
con longitud de 1070 bases,  compuesto por  40  lecturas primarias; el contig 30264 con longitud 
de 555  bases, compuesto por 2  lecturas primarias; el contig 28996 con longitud de 592  bases,  
compuesto por 2 lecturas primarias y el contig 20379 con longitud de  1357, compuesto por 11 
lecturas primarias. La búsqueda se enfocó inicialmente en el candidato 21919, que presentó el 
número más alto de lecturas primarias que lo componían. Nuevamente, se quiso examinar más 
cuidadosamente que dicho contig no representara un ensamblaje artefactual, y para ello se 
acudió a una reconstrucción a partir de lecturas primarias. Se obtuvieron 39 lecturas primarias 
que ensamblaron de manera muy consistente formado un contig con una extensión de 1249 
bases y una traducción predicha de 303 aminoácidos. Es decir, no se obtuvo un único marco de 
lectura largo abriendo la posibilidad de que la parte que no se tradujo de las 1249 bases fuera 
parte de la región UTR.  
La lista de primers diseñados se muestra en la figura 13A. Estos primers fueron usados en 
diferentes combinaciones como se hizo para las Fosfolipasas. En todos los casos se obtuvieron 
amplicones del tamaño esperado usando ADNcs de diferentes extracciones de ARN de retina 
como plantilla (figura 13B). También se intentaron extensiones por reacciones RACE, sin 
embargo estas no permitieron mayores avances debido posiblemente a los problemas antes 
mencionados. Finalmente fueron obtenidas 14 secuencias de productos de PCR, de las cuales 
8 fueron extensiones por RACE. El contig final tiene 1053 bases de extensión (Figura 13C) y se 
traduce en 281 aminoácidos en el marco de lectura -1 de la posición 843 a la 1(Figura 13D). La 
secuencia de aminoácidos predicha presenta homología con canales TRPC tales como los 
involucrados en la transducción en Drosophila (Figura 13E). Cuando se compara por ClustalW 
con algunos de los canales de otras especies encontrados en la búsqueda por Blast, se confirma 
que la parte clonada se encuentra hacia la región 5 terminal (Figura 13F). Este tipo de canales 
pueden presentar hacia la región N terminal, un segmento citoplasmático de longitud variable en 
el cual son muy comunes repeticiones de ankirina. De hecho cuando se quiere mirar a partir de 
un perfil de hidrofobicidad si en ese tramo existen posibles regiones transmembrana, no se 
encuentran regiones muy ricas en aminoácidos hidrofóbicos (Figura 13G). La porción clonada 
hasta el momento era suficientemente larga para generar ribosondas, lo cual permitió llevar a 
cabo ensayos de localización. Sorprendentemente, la hibridación in situ con la sonda antisentido 
mostró tinción específica en la capa de fotorreceptores ciliados, los cuales transducen la luz 
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utilizando una vía de señalización diferente a la PLC; este resultado inesperado descartó este 
candidato como posible participante en el proceso de fototransducción de los fotorreceptores 
microviliares (Figura 13 H, I).  
 
Búsqueda de las posibles enzimas activadas por luz en Anfioxo.  
Como resultado de la búsqueda de Fosfolipasas C beta en el genoma de Anfioxo se encontraron 
6 modelos de transcritos: e_gw.8.68.1, 196000046, e_gw.8.68.1, e_gw.8.171.1, 196000041 y 
196000045. Con estos modelos se procedió directamente al diseño de primers, cuya secuencia 
se muestra en la Figura 14A. De todos estos candidatos solo se obtuvieron amplificaciones 
exitosas para el e_gw.8.68.1, usando los primers 71f, 1084r y 1105r, (en la Figura 14B se muestra 
un ejemplo). Se hicieron varios intentos de extensión por RACE, sin embargo no fueron exitosos. 
La secuencia obtenida final tiene una longitud de 1071 nucleótidos (Figura 14C) que se traducen, 
en el marco de lectura 3 desde la posición 0 a la base 1067, en 356 aminoácidos (Figura 14D). 
Esta secuencia presenta homología con Fosfolipasas C de Drosophila y varias PLC del tipo beta 
1 (Figura 14E). Un alineamiento por ClustalW muestra que la secuencia clonada se encuentra 
hacia la región del terminal amino (Figura 14F), lo cual concuerda con los dominios encontrados, 
ya que el segmento clonado contiene el dominio de PH, las manos EF y parte del dominio 
catalítico (Figura 14G). 
En el tubo neural de Anfioxo se encuentran dos tipos de fotorreceptores microviliares 
denominados células de Hesse y de Joseph (Gómez et al., 2009). Ambos fotorreceptores se 
distinguen fácilmente tanto por su localización (los fotorreceptores de Hesse están ubicados 
hacia la región más ventral del tubo neural (Lacalli, 2004) (Figura 15A y 15B); como por sus 
características morfológicas (las células de Hesse tienen adherida una célula pigmentada; 
(Gómez et al., 2009) (Figura 15C). Con base en la secuencia clonada se mandaron a hacer 
anticuerpos policlonales. En la Figura 15D y 15E se muestran los resultados de 
inmunohistoquímica con este anticuerpo primario y anticuerpos secundarios acoplados a 
fosfatasa alcalina. Se puede observar que hay mayor tinción donde se encuentran células de 
Joseph mientras que en un campo donde estas células no están presentes no hay señal. 
Lamentablemente, la disponibilidad de material fijado era limitada, debido a que el tubo neural 
es muy pequeño (alrededor de 100 µm en diámetro) y contiene escasas células; así que no se 
pudo realizar un ensayo control, sin añadir el anticuerpo primario. Sin embargo, los resultados 
sugieren la expresión de una PLC en estos fotorreceptores. Con respecto a las células de Hesse 
(Figura 15E), la presencia de células pigmentadas que las cubren casi por completo dificultan el 
análisis.  
 
Búsqueda de los posibles canales activados por luz en Anfioxo.  
En la fase inicial, en la cual había participado un estudiante de la facultad de Medicina de la 
Universidad Nacional de Colombia, Cristian Camilo Galindo, se había emprendido una búsqueda 
amplia de TRPs putativos en el genoma del Anfioxo, con  similitud a los de los fotorreceptores  
de Drosophila  y a varios miembros de la familia TRPC de mamíferos, que se conoce son 
regulados por la vía de señalización de PLC. La lista fue larga, así que se seleccionó un sub-
conjunto de los candidatos más promisorios para el diseño de un primer lote de primers. La Figura 
16A muestra la secuencia de los primers para cada uno de los candidatos. Estos no arrojaron 
resultados positivos, pese a los variados intentos en los cuales se exploraron distintos 
parámetros y protocolos de amplificación. Posiblemente se trataba de genes que no se expresan 
en el tubo neural. Así que se procedió con un nuevo conjunto de primers, mostrado en la Figura 
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16B. Con el primer 417f en combinación con los primers 1680r y 2153r se logró obtener 
amplicones que correspondieron a lo esperado, según los resultados de la secuenciación. En la 
Figura 16C se muestra un ejemplo de una de esas reacciones.  
Este clon parcial obtenido tiene una extensión de 1642 bases (Figura 16D) que constituyen un 
solo marco de lectura el cual se traduce, en 547 aminoácidos (Figura 16E). Este clon presenta 
múltiples regiones ricas en aminoácidos hidrofóbicos, que posiblemente representan los 
segmentos transmembranales (Figura 16F). Esta secuencia presenta homología principalmente 
con canales TRPC4 (Figura 16G y 16H). Anticuerpos generados específicamente contra este 
blanco reconocen una banda de poco más de 100 kDa, lo cual está dentro del rango de pesos 
que tienen estos canales (Figura 17A). Adicionalmente, ensayos de inmunohistoquímica usando 
este mismo anticuerpo muestran señal de fluorescencia en fotorreceptores de Joseph (Figuras 
17B y 17C). De hecho se ve en algunos casos tinción en zonas particulares de estas células que 
podrían corresponder a las regiones de las microvellosidades donde se espera esté la maquinaria 
de la fototransducción (Figura 17C). Adicionalmente, este mismo patrón de señal sobre estos 
fotorreceptores fue observado en distintos cortes de diferentes regiones del tubo neural y en 
secciones de distintos animales. 
A este punto, estudios fisiológicos en curso en el laboratorio, llevados a cabo por los estudiantes 
del Departamento de Biología de la Universidad Nacional de Colombia Gabriel Peinado y Tomas 
Osorno, arrojaron resultados que re-plantearon la búsqueda de la identidad molecular de los 
canales regulados por luz: una serie de acercamientos para evaluar la posible participación del 
calcio en la activación de la foto-corriente, demostraron que éste ión es muy probablemente un 
elemento clave para desencadenar la apertura de los canales iónicos que subyacen la respuesta 
eléctrica a la foto-estimulación. Así que se emprendió una revisión de la literatura, buscando 
canales de la súperfamilia TRP que fueran activados por calcio. Se encontró que los canales 
TRPM5 y TRPM4 son activados por este ión en otros organismos, y entonces se buscó por 
palabra clave en el genoma del Anfioxo, pero no se obtuvo ningún resultado positivo. Esto podría 
deberse a pobre anotación; de hecho el genoma aún contiene modelos de transcritos no 
anotados. Entonces se hizo una búsqueda por Blast usando como referencia la secuencia de los 
canales de los estudios mencionados, pero nuevamente los resultados fueron negativos.  
Otro de los canales descritos en la literatura que es activado por calcio es el TRPA1, el cual se 
encuentra, entre otras, en melanocitos en humanos sensibles a luz UV. Se buscó por palabra 
clave y por Blast de una manera similar a la anterior. Se encontraron dos candidatos: el modelo 
122167 con extensión de 1743 bases y el modelo 77409 de 1467 bases. Como se esperaba, una 
búsqueda recíproca tBlastx contra las bases de datos de NCBI mostró que ambos modelos 
presentan homología con canales TRPA1. Los dos candidatos se usaron para el diseño de 
primers cuya secuencia se muestra en la Figura 18A. Los resultados de las amplificaciones se 
muestran en la Figura 18B. Solo fue posible obtener productos de PCR para el candidato 122167, 
a pesar de haberse repetido el intento con múltiples lotes de ADNc. No se logró obtener 
extensiones por RACE. Finalmente la secuencia clonada tiene una extensión de 1151 
nucleótidos (Figura 18C) que se traducen, en el marco de lectura 1 desde la posición 1 a la base 
1149, en 382 aminoácidos (Figura 18D). Esta secuencia polipeptídica predicha, por supuesto, es 
homóloga a canales TRPs A1 incluyendo los de nemátodos, equinodermos, y moluscos (Figura 
18E y 18F) y cuenta con múltiples regiones ricas en aminoácidos hidrofóbicos, que podrían 
corresponder a segmentos transmembranales (Figura 18G). Además se encontró por medio de 
programas de búsqueda de dominios (Prodom, pFam) que la secuencia contiene un dominio 
putativo de poro iónico lo cual con mayor fuerza apoya la posibilidad de que se trate 
efectivamente de un canal.  
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Se llevó a cabo un intento de localización del ARN mensajero de este candidato por Hibridación 
in situ.  La plantilla para la síntesis in vitro de la sonda de ARN se obtuvo a partir de una muestra 
de plásmido con el inserto de interés, amplificando por PCR con los primers M13f y M13r (Figura 
18H). Se obtuvieron los amplicones del tamaño esperado, los cuales contienen, además del 
inserto, las secuencias promotoras que hacen parte del vector pGemT. Estos amplicones fueron 
purificados y usados en la síntesis in vitro de RNA (Figura 18I). Para estas reacciones no se 
pueden observar bandas definidas, lo que se observa es un barrido a partir de cierto nivel. Si el 
nivel superior corresponde a la sonda sin degradar no es claro y aunque se podría dejar más 
tiempo separando el producto por electroforesis esto está acompañado de posiblemente más 
degradación lo cual lleva al mismo problema de no poder definir con exactitud el tamaño del 
producto de síntesis de RNA. La incorporación de UPT-digoxigenina de estos productos de 
síntesis fue verificada por dot-blot. Para los ensayos de hibridación in situ se quiso incluir un 
control positivo, para lo cual se generó también una sonda para la melanopsina, el fotopigmento 
de los fotorreceptores de Hesse y de Joseph, cuya localización ha sido previamente confirmada 
por anticuerpos. Además, se usaron nuevas crio-secciones sagitales del tubo neural más finas a 
los cortes coronales de previos ensayos, para poder visualizar ocelos de Hesse hemisectados 
en los cuales las células pigmentadas no obstruyeran tanto la célula fotosensible de Hesse. Los 
resultados del ensayo de hibridación in situ para el TRPA1 se muestran en las Figuras 18J Y 
18K. En la incubación con la sonda antisentido (Figura 18K) se observa una tinción, aunque 
tenue, en los fotorreceptores de Hesse a diferencia del tejido incubado con la sonda sentido 
(Figura 18J). El patrón de tinción para melanopsina muestra una localización similar (Figuras 18L 
y 18M).  
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DISCUSION 
 
Una de las categorías canónicas de fotorreceptores, los así llamados fotorreceptores 
‘rabdoméricos’, tiene una muy amplia distribución en el reino animal, y se ha encontrado desde 
pre-bilateria hasta cordados primitivos (Arendt 2003, Fain et al., 2010). Es más, se ha propuesto 
que en mamíferos (y en particular en el humano) los sensores de luz que regulan el ritmo 
circadiano también son miembros de esta gran familia (Porter et al, 2011, Terakita 2005). La 
variedad morfológica de estas células sensoriales es muy grande, pero siempre con la presencia 
característica de microvellosidades en el lóbulo fotosensible de la célula, y una fisiología básica 
similar: un potencial de receptor despolarizante que se debe a la apertura de canales iónicos 
permeables a cationes (lo opuesto a los receptores visuales ciliados de los vertebrados) (Nasi et 
al., 2000). Estudios moleculares sistemáticos de la transducción de luz en células rabdoméricas 
se han llevado a cabo casi exclusivamente en el díptero Drosophila melanogaster, un excelente 
modelo experimental para manipulaciones genéticas (Zucker, 1992). Dichas investigaciones 
revelaron que la vía de señalización que media entre la absorción de luz por parte del 
fotopigmento y la activación de canales en la membrana plasmática es la cascada de 
fosoinositidos, cuyo eslabón enzimático crucial es la fosfolipasa C (Bloomquist et al., 1998, 
McKay et al., 1995).  Una tácita suposición en el campo de la visión fue que las conclusiones 
derivadas del estudio de Drosophila serían generalizables a los demás miembros de esta clase 
de fotorreceptores. Sin embargo, observaciones experimentales en diferentes especies arrojaron 
resultados contradictorios, especialmente en relación a los pasos finales del proceso de 
transducción, cuestionando la unicidad de los mecanismos y planteando la posibilidad de 
divergencias evolutivas significativas. Sin embargo, persiste una escasez de información 
molecular con amplia representación filogenética que permita discernir estas diferencias y 
esbozar la historia evolutiva de los mecanismos de fotorrecepción en sensores rabdoméricos. El 
propósito de este trabajo era emprender una búsqueda inicial de la identidad molecular de 
elementos putativos de la cascada de señalización de luz en fotorreceptores del linaje 
rabdomérico en especies filogenéticamente distantes tanto entre si como de Drosophila. Para 
este propósito se eligieron un molusco bivalvo (Pecten irradians) y un cordado primitivo 
(Branchiostoma floridae) y se buscó identificar candidatos para dos de los roles críticos en el 
proceso de fototransducción: fosfolipasa C y canales iónicos regulados por la vía de los 
fosfoinositidos. Cabe recalcar que se trata apenas de la fase inicial de un plan a largo plazo que 
requerirá muchos esfuerzos ulteriores, incluyendo no solamente una muestra más nutrida de 
candidatos sino también abarcar acercamientos metodológicos que permitan una evaluación 
funcional del rol de los diferentes elementos identificados. Sólo entonces se podrá empezar a 
esclarecer el panorama de cómo la regulación de la cascada básica de PLC ha divergido para 
implementar el control de canales iónicos dependientes de la foto-estimulación en diferentes 
sistemas.  
El trabajo involucró tareas de búsqueda por bioinformática de bases de datos genómicas y 
transcriptómicas, clonación por PCR, y localización de transcritos o de sus productos protéicos. 
La primera consideración fue direccionar la búsqueda por homología ya sea con moléculas 
previamente asociadas con la fototransducción o moléculas que por lo menos expresan 
selectivamente en fotorreceptores en otras especies. De igual manera, datos funcionales previos 
sirvieron para ayudar a refinar la búsqueda: específicamente, se había mostrado recientemente 
que en el anfioxo el calcio puede activar directamente los canales de luz, con lo cual era sensato 
restringirse a la clonación de canales putativos cuya sensibilidad a este ión se ha documentado 
en otros sistemas. Se logró obtener clonos – aunque en varios casos incompletos – tanto de 
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PLCs como de canales TRP del tejido fotosensible de las dos especies. Para su localización, 
inicialmente se eligió determinar el sitio de expresión de los transcritos por medio de hibridación 
in situ: para ello, se puede proceder en cuanto se haya obtenido una secuencia nucléica 
suficientemente larga (sin necesidad del clon completo), y en cuestión de días se dispone de una 
ribo-sonda marcada. En cambio, la producción de anticuerpos implica costos y mayor tiempo. 
Sin embargo, la immunodetección provee información adicional crítica: la ubicación sub-celular 
de la proteína.  Debido a que en un fotorreceptor se espera que la maquinaria de transducción 
co-localice con el fotopigmento, encontrar expresión de un elemento candidato en las 
microvellosidades sería una evidencia fuerte a favor de su participación en la fototransducción. 
Según esta consideración, por ejemplo, el ortólogo de TRP clonado en el anfioxo y la PLC de 
Pecten homóloga a NorpA de Drosophila serían candidatos con alto potencial de contribuir a la 
fototransducción. 
     
Consideraciones sobre estrategias usadas y dificultades encontradas 
Durante el trascurso de este trabajo se encontraron varias dificultades para extender productos 
de PCR por medio de reacciones RACE. Un problema aparentemente recurrente es la presencia 
de regiones ricas en adeninas en la porción codificante del blanco (correspondientes a tramos 
de poli-lisinas en el polipéptido). Esto ocurrió tanto en el caso de las Fosfolipasas C como en uno 
de los canales (TRPA), resultando en la obtención de extensiones truncadas. La presencia de un 
tramo poli-A puede ser dañina para el proceso de aislamiento del ARNm mediante oligo dT 
conjugado a una matriz o a un magneto, así como para la posterior retrotranscripción cebada por 
dT. El resultado es una secuencia que en su extremo 3’ termina prematuramente. Esto puede 
llevar a una sub-representación de transcritos completos en el terminal 3’. Cabe resaltar que este 
problema también puede afectar la creación de una librería con base en la cual se genera y se 
ensambla el transcriptoma. En tal caso, no solamente pueden verse afectadas algunas 
amplificaciones de PCR, sino también la búsqueda bioinformática, ya que algunas secuencias 
podrían simplemente no aparecer en el transcriptoma. Posibles estrategias para solucionar el 
problema incluyen el uso de un oligo dT muy largo (que exceda la longitud típica de las poli-A 
que codifican un agrupamiento de lisinas); éste por lo tanto tenderá a anillarse preferencialmente 
con la verdadera cola poli-A del transcrito, que suele tener cientos de As. También se puede 
sobre-muestrear la secuenciación ‘profunda’ del ADNc, para propiciar la representación de 
secuencias escasas, pero los costos aumentan. 
Otro problema que afectó selectivamente las PCR de anfioxo fue la variabilidad entre los ADN 
plantilla usados en las reacciones de amplificación. Esto puede apreciarse en la figura 14B en la 
cual se muestran dos reacciones que difieren solamente en la plantilla usada: en un caso se 
obtuvo un producto mientras que en el otro no. Al buscar una explicación, se encontró que la 
concentración de templete suele ser mucho más baja que en el caso de retina de Pecten (debido 
a la extrema escasez de tejido y la difícil disección, a menudo se omitía la cuantificación del 
ARNm y del ADNc, para maximizar la cantidad disponible para amplificaciones PCR). La 
consecuencia es que con un ADN-plantilla de muy baja concentración, un transcrito poco 
abundante puede no verse representado en la alícuota que se agrega al tubo de reacción de 
PCR. A su vez, para entender el origen del problema, se encontró que las células neuronales 
mismas son muy escasas: cuando otro estudiante hizo cortes semi-finos del tubo neural (0.5 mm) 
y los examinó al microscopio, la mayoría del espacio resultó lleno de tejido conectivo y fibras de 
paso, con muy pocos somas celulares. Esto implica que esfuerzos futuros deberán utilizar una 
cantidad mayor de material inicial para las extracciones de ácidos nucléicos.   
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En el caso de anfioxo la identificación de los blancos de interés pudo ser un poco más difícil 
también por otro motivo: asumiendo que los modelos de transcritos en el genoma son reales, no 
tienen por qué expresar necesariamente en el tubo neural, y por lo tanto ser amplificables con el 
ADNc-templete utilizado. Así que el número de reacciones fallidas fue significativamente mayor 
que en Pecten, donde los blancos se definían a partir de información transcriptómica de la retina. 
Además, el diseño de primers basado en un modelo (del cual se desconoce en detalle la 
representación y concordancia de secuencias de cada región) puede resultar menos robusto que 
en el caso de Pecten, donde (examinando lecturas primarias) se podían descartar regiones con 
discrepancias.   
Finalmente, al examinar las razones por las cuales a menudo las amplificaciones PCR-RACE 
resultaban inesperadamente en múltiples productos, se encontró que los primers universales 
podían anillarse no solamente a las anclas terminales sino ocasionalmente también a ciertas 
otras partes de un transcrito. La similitud entre UP y algunas secuencias de transcritos 
(típicamente UTR) fué verificada por análisis Blastn del transcriptoma de Pecten.  Evidentemente, 
aunque el fabricante diseñó los primers universales de tal manera que tengan mínimo chance de 
anillar a sitos fuera de las anclas, esto se hizo sobre bases de datos de organismos-modelo 
comúnmente utilizados (principalmente mamíferos), y no necesariamente se aplica a especies 
de uso muy poco corriente como Pecten o Branchiostoma. El problema podría corregirse re-
diseñando los oligos empleados para incorporar anclas durante la síntesis de ADNc para RACE, 
así como los primers universales. 
Perspectivas a futuro 
El abanico de candidatos, aunque promisorios para esta fase inicial, requerirá ser extendido.  
Hacen falta no solamente más isoformas de cada blanco (por ejemplo, más tipos de canales TRP 
para examinar), sino extender el conjunto de blancos (por ejemplo, incluir receptores de IP3). 
Considerando la multitud de elementos putativos que hay que evaluar, la tarea de búsqueda, 
clonación, y localización requiere esfuerzos muy grandes. Parte del problema es que la 
información molecular en las bases de datos, así como los ADNc para las reacciones PCR, 
conciernen tejido heterogéneo, no solamente los fotorreceptores de interés. Esto resulta 
inevitablemente en falsos positivos que se descartan, por ejemplo al determinar que su patrón 
de expresión es incorrecto para la función que se estudia. Una forma mejor de dirigir el esfuerzo 
sería reduciendo el foco exclusivamente a las células de interés, desde el primer paso. Ese 
planteamiento es hoy en día factible mediante la creación de transcriptomas a partir de una sola 
célula (Tank et al., 2011 y 2012). El acercamiento es particularmente viable para células cuya 
morfología las hace fácilmente identificables, como es el caso de los fotorreceptores. Esto 
permite dispersar el tejido y colectar la(s) célula(s) blanco, separándolas del resto, para luego 
extraer su ARNm y procesarlo. 
A pesar de que se tienen algunos candidatos promisorios, aún es necesario evaluar su posible 
rol en la fototransducción. En última instancia esto requiere llevar a cabo mediciones fisiológicas. 
Los modelos usados (Pecten y Branchiostoma) brindan una ventaja considerable para este 
propósito, ya que se han desarrollado preparaciones de células aisladas que permiten 
mediciones electrofisiológicas y ópticas, así como manipulaciones farmacológicas rigurosamente 
controladas (por ejemplo, aplicación extracelular rápida y local de sustancias, o diálisis 
intracelular) (Angueyra et al., 2012, Gómez et al., 2005 y 2009). La información obtenida en este 
trabajo puede ser de mucha utilidad para manipular los blancos de interés y observar el impacto 
sobre la transducción de luz. Esto puede seguir dos caminos (no mutuamente excluyentes): (1) 
las secuencias clonadas podrán usarse para el diseño de sondas para ensayos de silenciamiento 
38                                             DISCUSION  
_____________________________________________________________________________________ 
 
mediante ARN de interferencia. (2) Otra posibilidad es el uso de anticuerpos que sean 
funcionales (Gómez et al., 2011). Para este propósito el diseño de los péptidos para la generación 
de anticuerpos debería enfocarse en regiones críticas para el funcionamiento de la molécula. Así, 
por ejemplo, en el caso de una Fosfolipasa C se generarían anticuerpos contra la región catalítica 
o contra la región C terminal que interactúa con la proteína G; en el caso de los canales, 
anticuerpos contra la región del poro podrían producir un bloqueo de la corriente iónica.  
Si el objetivo final es ayudar a esclarecer las variantes de implementación en la cascada de 
fototransducción basada en PLC, el estudio detallado de los varios mecanismos regulatorios 
cobrará importancia creciente. Por ejemplo, con canales TRP si se lograra la clonación, 
localización, y verificación de su importancia para la respuesta de luz en células nativas, se abriría 
la posibilidad de expresión heteróloga o re-constitución in vitro; esto permitiría examinar cuales 
agentes son capaces de causar su apertura. Estudios de este tipo servirían a entender porque, 
por ejemplo, en ciertas especies la aplicación de una molécula (DAG, IP3, Ca, o heparina) tiene 
dramáticas repercusiones sobre la foto-respuesta, mientras que en otras resulta inerte.  
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